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SOUHRN 
 
Tato práce se zabývá možnostmi biodegradace syrovátky pomocí směsné termofilní aerobní 
bakteriální kultury rodů Bacillus a Thermus. 
Syrovátka po odstranění bílkovin byla použita jako médium pro kultivaci termofilních 
mikroorganismů. 
Kultivace probíhaly ve fermentoru a v Erlenmayerových baňkách na temperované třepačce 
v syrovátkovém mediu. 
Vyhodnocovány byly bioinženýrské charakteristiky kultivačních procesů a míra biodegradace 
syrovátky. Míra biodegradace syrovátky byla posuzována prostřednictvím analytických 
charakteristik – koncentrace biomasy, laktosy a chemické spotřeby kyslíku (CHSK). 
Zjištěn byl úbytek CHSK  při všech kultivacích. K nejvýraznějšímu poklesu CHSK 
docházelo vždy cca. v první půli každé exponenciální fáze růstu, tj. o 15 ± 3 % po první 
růstové fázi a sumárně o 62 ± 4 % po druhé růstové fázi 
 
 
SUMMARY 
 
This thesis deals with the possibilities of biodegradation of whey by the means of a mixed 
thermophilic aerobic bacterial culture of the Bacillus and Thermus genera. 
After protein had been removed, the whey was used as a medium for cultivation of the 
thermophilic microorganisms. 
The cultivations took their course in a fermentation unit and in the Erlenmayer flasks in a 
heated shaker in a whey medium. 
The bioengineering characteristics of the cultivation processes and the degree of 
biodegradation of the whey were evaluated. Scale of the whey biodegration was judged 
through the analytical characteristics – concentration of biomass, laktose and a chemical 
oxygen demand (COD). 
A decrease of CHSK was detected in all cultivations. Maximal reduction of CHSK was 
happend always in c. first half  of each exponential phase growt, i.e. about 15 ± 3 % after first 
growth phase and sumarily about 62 ± 4 %  after second growth phase. 
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1 ÚVOD 
Dříve byla syrovátka považována za bezcenný odpad mlékárenského průmyslu a jediné 
využití měla jako součást krmiv. Nyní její význam zásadně vzrostl, což souvisí s poznatky 
o výživové hodnotě, s rozvojem separačních technologií, s nutností využívání velkých objemů 
vedlejšího produktu vzhledem ke koncentraci výroby sýrů, se snahou o ochranu životního 
prostředí (snížení zatížení odpadních vod, s potřebou speciálních funkčních přísad 
(obsažených v syrovátce) pro vývoj nových potravinářských a farmaceutických výrobků [1]. 
Syrovátka vznikající při výrobě sýrů, tvarohů a kaseinu už dávno přestala být jen 
vedlejším produktem využívaným nanejvýš v krmivářství. Ekonomické, ekologické a nutriční 
důvody vedli k rozvoji nových technologií a k rozšíření výzkumu ohledně nutričně-
fyziologického významu obsažených složek [1]. 
Zájem o podchycení syrovátky je podmíněn i snahou o udržení čistoty vodních toků, 
tzn. vyloučení silně zatížených odpadních vod a zákaz přímého vypouštění syrovátky do 
vodních toků [2]. Z technologického hlediska jde při zpracování odpadu především 
o odstranění či maximální snížení obsahu organických látek (vyjádřených jako CHSK nebo 
BSK), dusíkatých látek a fosforu. Jednou z možností je jejich biologická likvidace pomocí 
vhodných mikroorganismů. Výhodou tohoto způsobu zpracování je možnost kombinace 
různých druhů odpadů, které lze eliminovat současně. Nevýhodou ale mohou být nároky 
mikroorganismů na kultivační podmínky, které je nutno zabezpečit, resp. udržovat.  
Pro aerobní úsek čištění se začínají prosazovat směsné kultury termofilních 
mikroorganismu [3], které jsou předmětem studia i této práce. 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem teoretické části této diplomové práce bylo zpracování literární rešerše z dostupných 
časopiseckých a knižních (i elektronických) pramenů na téma syrovátka a možnosti jejího 
využití, charakteristika termofilních bakterií a jejich degradačních možností. 
Cílem experimentální části byla kultivace termofilních bakterií, otestování jejich 
degradačních schopností , stanovení a sledování bioinženýrských charakteristik procesů. 
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3 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
 
3.1 Složení syrovátky 
Syrovátka vzniká při výrobě sýrů, tvarohu a kaseinu. Sladká syrovátka vzniká při výrobě sýrů, 
když dochází ke srážení bílkovin pomocí enzymového syřidla (při pH 5 – 6). Při výrobě 
tvarohu, kdy dochází ke srážení po okyselení (pH nižší než 5,1) vzniká kyselá syrovátka. Její 
obsah bílkovin je nižší než u sladké syrovátky, ale obsahují více minerálních látek. Sladká 
syrovátka má větší obsah bílkovin a nižší obsah minerálních látek. Představuje nejběžnější 
druh syrovátky a je nejdůležitější surovinou při výrobě sušených syrovátek a jejich derivátu 
[1,4]. 
 Složení syrovátky značně kolísá v závislosti na složení mléka a především na použitých 
podmínkách výrobního procesu, proto veškeré průměrné hodnoty týkající se složení, které 
jsou v literárních zdrojích uváděné, mohou sloužit jen jako orientační. 
Syrovátka představuje 85 až 90 % objemu mléka použitého při výrobě sýru. Obsahuje 
přibližně 6 % sušiny. To znamená, že polovina všech složek mléka je přítomna v syrovátce. Je 
to tudíž „ušlechtilý“ výrobek stejně tak jako sýr [5]. 
 
Tabulka 1 Složení sladké a kyselé syrovátky 
Složka Sladká syrovátka 
[ g.l-1] 
Kyselá syrovátka  
[ g.l-1] 
Sušina 63,0-70,0 63,0-70,0 
Laktóza 46,0-52,0 44,0-46,0 
Bílkoviny 6,0-10,0 6,0-8,0 
Vápník 0,4-0,6 1,2-1,6 
Fosforečnany 1,0-3,0 2,0-4,5 
Laktát 2,0 6,4 
Chloridy 1,1 1,1 
Hodnota pH 6,1 4,6 
 
3.1.1 Bílkoviny 
Bílkoviny v mléce 
V mléce tvoří nejvýznamnější bílkovinnou složku kasein (asi 80 %), který je přítomen ve 
formě koloidní disperze a sráží se pomocí kyselin (změna stability micel v závislosti na pH, 
izoelektrický bod při pH 4,7 – 4,8) či pomocí syřidla (změna stability po hydrolýze). Dále 
jsou v mléce ve formě koloidního roztoku přítomny sérové (syrovátkové) bílkoviny 
(globulární bílkoviny), které při zpracování v převážné míře zůstávají v syrovátce. V mléce je 
obsaženo asi 2,6 % kaseinu a 0,67 % sérových bílkovin [5,6,7]. 
Bílkoviny v syrovátce 
V syrovátce se na celkovém obsahu bílkovin podílí kasein kolem 10,0 resp. 5,5 % (ve sladké 
resp. kaseinové syrovátce) a sérové bílkoviny 90,0 resp. 94,5 %. V syrovátce zůstává většina 
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sérové bílkoviny obsažené v původním mléce. Její obsah v syrovátce závisí na tepelném 
ošetření mléka před srážením a na dalších podmínkách výrobního procesu [6,7]. 
Vzhledem k rozdílnému principu srážení existují rozdíly ve složení sladké a kyselé 
syrovátky. Do syrovátky z výroby sýrů přechází rozpustný kaseinomakropeptid odštěpený 
syřidlem. Kyselá syrovátka (z výroby tvarohu) zase obsahuje více popelovin, především 
vápníku. Při kyselém srážení vytváří kasein síťovitou strukturu schopnou uzavírat do dutinek 
bakterie, tukové kuličky nebo tepelně denaturované sérové bílkoviny – kyselá syrovátka pak 
může být na tyto složky chudší [6,7]. 
 
3.1.1.1 Albuminy a globuliny (imunoglobuliny) 
Rámcově bývají sérové bílkoviny tříděny na albuminy a globuliny. Mezi albuminy se řadí 
alfa-laktalbumin, beta-laktoglobulin a sérový albumin. Mléčný albumin je podobný (ale není 
totožný) s vaječným a krevním albuminem, obsahuje tytéž aminokyseliny, ale neobsahuje 
fosfor. Globuliny je různorodá skupina protilátek pocházejících z krevního séra dojnic a pro 
svůj ochranný charakter se označuje jako imunoglobuliny (IgG1, IgG2, IgA a IgM). Součástí 
sérových bílkovin je také proteázo-peptonová frakce, laktoferin a transferin. Kromě toho jsou 
v syrovátce obsaženy i bílkoviny membrán tukových kuliček [6,7]. 
 
Tabulka 2 Základní charakteristika bílkovin syrovátky 
Bílkovina 
Molekulová 
hmotnost [Da] 
pI 
% bílkovin 
v odstředěném 
mléce 
Sérový albumin 69 000 4,7 0,7 – 1,3 
β−laktoglobulin A 36 000 5,2 7,0 – 12,0 
β−laktoglobulin B 36 000 5,3  
β−laktoglobulin B  5,3  
laktalbumin 
β−laktoglobulin 
(B forma) 
16 500 
 
5,1 2 – 5 
250000 
euglobulin 
180000 
6,0 
0,8 – 1,7 
 
289000 
laktoglobulin 
pseudoglobulin 
180000 
5,6 
0,6 – 1,4 
 
 
3.1.2 Dusíkaté látky nebílkovinné povahy  
Do syrovátky přechází z mléka i většina nebílkovinných dusíkatých látek (především puriny), 
které představují 5 – 7 % veškerého dusíku v mléce. Jedná se o nepatrné příměsi močoviny, 
xantinu, guaninu, hypoxantinu, adeninu, kreatinu, kreatininu, alantoinu, rhodanidů, amoniaku 
aj. Proces zpracování syrovátky není těmito látkami nijak zásadně ovlivněn [2]. 
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3.1.3 Mléčný cukr 
Laktóza – disacharid sestávající z D-galaktózy a D-glukózy vázaných beta-glykosidickou 
vazbou, se vyskytuje téměř výhradně v mléce savců a tvoří hlavní složku syrovátky (70 – 
80 % celkové sušiny). V syrovátce je laktóza obsažena téměř ve stejném množství jako 
v mléce. Mléčný cukr se v syrovátce nachází ve dvou izomerních formách [1]: 
-     nehygroskopická α-laktóza 
-     hygroskopická β-laktóza 
Přítomnost hygroskopické formy laktózy (β-laktóza) má za následek hygroskopičnost 
syrovátkového prášku (sušené syrovátky) [1]. 
 
3.1.3.1 Fyzikální vlastnosti laktózy 
Tato přírodní látka se vyskytuje téměř výhradně v mléce savců, a proto je nazývána mléčný 
cukr [2]. Tvoří 4,8 % kravského a 6 % lidského mateřského mléka a představuje hlavní zdroj 
uhlíku a energie u kojených mláďat [26, 27]. Relativní sladivost laktózy je asi 40 % (20 – 
60 %) sladivosti sacharózy [9]. 
Díky asymetrickým uhlíkům se může molekula laktózy opticky otáčet a vyskytuje se ve 
dvou izomerech, které se liší konfigurací na poloacetalovém uhlíku [2]. Rozdílnost dvou 
základních forem laktózy je dána různým prostorovým uspořádáním vodíkových 
a hydroxylových skupin v molekule při stejném počtu atomu uhlíku [8]. Anomer 
s konfigurací A se také nazývá α-laktóza a anomer s konfigurací B se nazývá β-laktóza [1]. 
Obě formy se vyskytují jak bezvodé, tak i v podobě monohydrátu [2]. Anhydrid může 
přecházet v hydrát a naopak. Tohoto poznatku se technologicky využívá při výrobě 
zahuštěných slazených mlék a v technologii výroby mléčného cukru [8]. Laktóza krystalizuje 
v podobě bílých tvrdých krystalků, poměrně dobře rozpustných ve vodě. 
Rozpustnost laktózy je silně závislá na teplotě, o dobré rozpustnosti lze mluvit až při 
zvýšených teplotách. To platí zejména o α-formě, jejíž rozpustnost s teplotou stoupá ještě 
více než u β-formy. Téměř nerozpustný je mléčný cukr v organických rozpouštědlech, jako je 
ethanol nebo methanol. Krystalizací laktózy z nevodných rozpouštědel (methanol, ethanol) 
lze získat stabilnější (méně hygroskopickou) formu bezvodé laktózy. Využívá se zde 
minimální rozpustnosti v etheru a chloroformu, rozpouští se však v pyridinu a za tepla i 
v kyselině octové, ze které se po ochlazení krystalizuje [2]. 
Nejobvyklejší a nejstabilnější formou laktózy je monohydrát α-laktózy (α-anomeru). 
V této formě laktóza krystalizuje z vodných roztoků při teplotě do 93,5 °C. Při sušení ve 
vakuu při teplotě nad 100 °C vzniká hygroskopický α-anhydrid. Krystalizací z vodných 
roztoků při teplotě nad 93,5 °C vzniká bezvodá β-laktóza (β-anhydrid). Při rychlém sušení 
roztoku laktózy, např. také při sušení mléka, vzniká amorfní hygroskopická směs α- a β-
laktózy [9]. 
Laktóza se získává ultrafiltrací ze syrovátky kravského mléka nebo krystalizací ze 
syrovátky zahuštěné na 55 až 65 % sušiny, zvané laktózový sirup. Surový cukr se čistí 
krystalizací (rafináda) [9]. 
 
3.1.3.2 Chemické vlastnosti laktózy 
V molekule laktózy zůstává v glukózovém článku zachován poloacetalový hydroxyl, který je 
nositelem mnoha chemických reakcí. Působením alkyl- či arylhydrazinu na laktózu v slabě 
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kyselém prostředí vznikají hydrazony, popř. osazony (za přebytku hydrazinu). Zmíněný 
poloacetalový hydroxyl je také původcem redukčních vlastností laktózy (patří mezi redukující 
cukry). Laktóza redukuje za studena kovové stříbro z Tollensova roztoku (amoniakální roztok 
oxidu stříbrného) a podobně jako glukóza také oxid měďný z Fehlingova roztoku (roztok 
hydroxidu měďnatého v roztoku alkalických solí kyseliny vinné). Redukce Fehlingova 
roztoku probíhá na rozdíl od glukózy až za tepla. Oxidací laktózy (např. bromovou vodou) 
vzniká kyselina laktobionová, která dále hydrolyzuje na D-galaktózu a kyselinu D-
glukonovou [2]. Oxidací v silné alkalickém prostředí (var s NaOH, KOH) vznikají 
monokarbonové kyseliny, např. kyselina mravenčí, octová, mléčná, popř. uhličitá. 
V zásaditém prostředí za přítomnosti KMnO4 dochází již za obyčejné teploty k úplnému 
rozkladu na vodu a CO2. Oxidací koncentrovanou HNO3 vzniká kyselina šťavelová a uhličitá 
[2]. Laktóza působením zředěnými minerálními kyselinami hydrolyzuje podobně jako 
sacharóza, ale pomaleji, na své složky – glukózu a galaktózu: 
 
C12H22O11 + H2O → C6H12O6 + C6H12O6 
 
Reakcí na ostatních hydroxyskupinách vznikají např. estery (s organickými kyselinami) 
a ethery [2]. 
Laktóza je při vyšších teplotách nestálá. Po zahřátí nad teplotu 130 °C začíná žloutnout 
a mění se na hnědý laktokaramel. V mléce začíná intenzivní hnědnutí až při dalším zvýšení 
teploty na 170 – 180 °C. V tomto případě se jedná o tzv. nepravou karamelizaci. Příčinou 
bývají produkty Maillardových reakcí [8]. 
 
3.1.3.3 Význam laktózy ve výživě člověka 
Laktóza je využitelná jako zdroj energie, její příjem však vede k výraznému zvýšení hladiny 
glukózy v krvi. Má poměrně malé kariogenní a laxativní (projímavé) účinky [8]. 
Z biochemických vlastností je nejdůležitější schopnost přeměny laktózy na kyseliny, 
zejména kyselinu mléčnou, působením bakterií mléčného kvašení, vybavených schopností 
vytvářet enzym laktázu (β-galaktozidázu), které štěpí laktózu až na mléčnou kyselinu (L-
 nebo D-mléčnou kyselinu nebo racemát). Kyselina mléčná muže být dále fermentována na 
jednoduché kyseliny, oxid uhličitý a vodu. Laktóza se hydrolyzuje v tenkém střevě enzymem 
laktázou na příslušné monosacharidy. Velká část lidské populace produkuje tento enzym jen 
v dětském věku [9, 8, 27]. Mléčné kvašené výrobky, jako jsou např. jogurty a acidofilní 
mléko, mohou proto bez problému konzumovat i lidé s intolerancí laktózy [8, 9]. 
Mléčný disacharid laktóza je z hlediska fyziologie výživy důležitý jako přirozený 
pomocník v procesu trávení a znovu vytváření střevní mikroflóry po střevních infekcích, 
terapii antibiotiky a po plísňových chorobách střeva. Znamená to, že laktóza je výhodná jako 
prebiotikum, tzn. jako substrát schopný selektivně podporovat růst probiotických bakterií 
(především bifidobakterie a laktobacily). Tyto bakterie dokáží laktózu štěpit, využít pro svůj 
růst, přičemž se vytvářejí určité výživově významné látky (vitamin B2, B12, kyseliny 
s krátkým řetězcem). 
Růst laktobacilů a potlačování růstu patogenních mikroorganismů je podporováno 
kyselým prostředím v důsledku vznikající kyseliny mléčné. 
Laktóza může být jako prebiotikum využívána přímo nebo z ní mohou být vyráběny 
galaktooligosacharidy (GOS) či laktulóza. 
 12 
Z laktózy se také redukcí získává laktitol, což je poměrně populární sladidlo při výrobě 
čokolád a dalších cukrovinek. Laktóza je současně surovinou pro výrobu galaktózy [10]. 
 
3.1.3.4 Laktózové deriváty 
Laktulóza 
Laktulóza (disacharid tvořený molekulou galaktózy a fruktózy, se sladivostí trochu vyšší než 
má laktóza) se získává z laktózy izomerací v alkalickém prostředí [11]. Využívá se pro mírné 
laxativní účinky a pro stimulaci růstu příznivé mikroflóry. Pro lidský organismus je 
nestravitelná, dostává se do tlustého střeva v nezměněném stavu a jejím působením dochází 
k oživení peristaltiky střeva a ke zvýšení obsahu vody, čímž je umožněno snadnější 
vyprazdňování. Při předávkování může dojít k průjmům a ztrátám solí, hlavně draslíku. 
Tagatóza 
V současné době se zájem soustřeďuje na monosacharid tagatózu (ketohexosu – izomer 
galaktózy), kterou lze získat konverzí galaktózové frakce v alkalickém prostředí ze 
syrovátkové laktózy [12]. Je to lidským organismem špatně absorbovatelná látka, s níž se 
počítá jako s nízkoenergetickým sladidlem (sladivost odpovídá až 92 % sladivosti sacharózy, 
energetický obsah je 1,5 kcal/g) a prebiotikem. Tagatóza selektivně stimuluje laktobacily 
a bakterie mléčného kvašení příznivě ovlivňující imunitní systém a produkuje butyrát 
působící jako antikancerogenní prostředek ve střevě. Výhodou je, že nemá kariogenní účinek 
a příznivě ovlivňuje chuť a vůni výrobku. Z hlediska diabetiků je příznivé, že nezvyšuje po 
konzumaci hladinu cukru v krvi a dokonce toto zvyšování potlačuje. Tagatóza zatím není 
evropskou legislativou všeobecně povolena vzhledem k možnému velkému laxativnímu 
účinku [11,12]. 
Galaktooligosacharidy (GOS) 
GOS (galaktotriázy, tzn. obsahují 3 molekuly galaktózy) jsou nestravitelné oligosacharidy, 
které lze získat z roztoků s vysokou koncentrací laktózy za využití galaktosyltransferázové 
aktivity enzymu beta-galaktosidáza. Předností GOS z hlediska jejich využití jako prebiotik je 
selektivní fermentace. Jsou specificky přeměňovány bifidobakteriemi. 
Ve studii s řízeným stravováním se ověřilo, že zvýšený příjem oligosacharidů zvyšuje 
počet bifidobakterií v zažívacím traktu a jejich převahu ve stolici. Bifidogenní účinek byl 
prokázán také studií, při níž byly GOS aplikovány do kojenecké výživy [13]. 
 
3.1.4 Tuk 
Tuk bývá v syrovátce přítomen jen v nepatrném množství nebo vůbec (v případě dokonalého 
odstředění syrovátkové smetany). 
 
3.1.5 Kyseliny 
V syrovátce se vyskytují především kyseliny: citronová, mléčná, propionová, octová a 
mravenčí. Nejvyšší obsah kyselin je v kyselé syrovátce z výroby tvarohu a jejich složení 
závisí na aktivitě a složení mikroflóry. Číselné údaje, pokud jsou v literatuře uváděny, mají 
proto značný rozptyl (záleží i na tom, zda byly veškeré kyseliny stanoveny jako jedna určitá 
kyselina, nebo bylo stanoveno množství celého spektra kyselin). Nejvyšší bývá obsah 
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kyseliny citronové (kolem 150 mg/100 g ) a kyseliny mléčné (40 – 120 mg/100 g). Při výrobě 
kaseinu může do syrovátky přecházet i malé množství minerálních kyselin, např. 
chlorovodíkové [28]. 
 
3.1.6 Minerální látky, popeloviny a stopové prvky 
Minerální látky jsou v syrovátce obsaženy ve formě organických (0,1 – 0,4 %) 
a anorganických (0,6 – 0,7 %) sloučenin. Jedná se především o soli kyseliny fosforečné, 
mléčné, uhličité, citronové, příp. chlorovodíkové a sírové. Největší podíl tvoří draselné a 
vápenaté soli. Vyšší obsah vápníku je v kyselé syrovátce z výroby tvarohu, protože při výrobě 
sýra se část vápníku váže na kasein a přechází do sýra. 
 
Obsah minerálních látek: 
– draslík (130 mg/100 g), 
– vápník (60 mg/kg), 
– sodík (42 mg/100 g), 
– hořčík (8 mg/kg), 
– zinek (0,3 mg/100 g), 
– síra a chlór. 
Mezi stopové prvky patří především železo (67 µg/100 g), jód (8,6 µg/100 g ), měď 
(1,0 µg/100g), kobalt (0,8µg/100 g) [28]. 
 
3.1.7 Vitamíny 
Vysoká biologická hodnota syrovátky je dána i obsahem vitamínu. Do syrovátky přechází 
z mléka převážný podíl obsažených vitaminů rozpustných ve vodě (asi 88 % thiaminu, 
veškerý riboflavin, 78 % kyseliny askorbové, 90 % kyseliny nikotinové, až 60 % kobalaminu) 
a jen menší množství vitaminů rozpustných v tucích. Obsah vitaminů v syrovátce tedy není 
zanedbatelný. Jsou obsaženy především vitaminy skupiny B (B1 kolem 40 mg/100g, B2 150 – 
250 mg/100 g, B5 kyselina pantotenová 280 – 460 mg/100 g, B6 35 – 150 mg/100 g, B5 biotin 
2 – 10 mg/100 g, B12 0,1 – 2,9 mg/100 g), vitamin C (200 – 600 mg/100 g), vitamin A (kolem 
10 MJ) [28]. 
Nažloutlé zbarvení mléka způsobují karotenoidní látky přítomné v tukové fázi, 
nazelenalé zbarvení syrovátky přítomný riboflavin. 
 
3.2 Zpracování syrovátky 
Zpracování syrovátky mělo v minulosti význam jen v časech nouze. Dnes v důsledku 
předpisu o mlékárenských odpadních vodách je to nutnost. Když se syrovátka nezpracuje, 
musí projít nákladným čištěním, kdy se nežádoucí látky biologicky odbourají [14]. V dnešní 
době je průmyslové zpracování syrovátky vysoce specializovaný technologicky rozvinutý 
úsek mlékárenského průmyslu vyžadující nejnovější znalosti a pozornost [15]. S postupujícím 
rozvojem sýrařského průmyslu na celém světě i u nás vznikají obrovská množství syrovátky. 
Na syrovátku, která vzniká při výrobě sýru, je nutno pohlížet jako na vedlejší produkt, a musí 
být proto nalezeno řešení, jak ji pomocí technických procesu co nejlépe využít, protože je 
známá vysoká výživná a biologická hodnota syrovátky [8]. Podle obecných pravidel platí, že 
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na každý kilogram vyrobeného sýru je získáno kolem 9 l syrovátky. Množství zpracované 
syrovátky, vznikající právě z jednoho rozsáhlého procesu výroby sýru, může přesáhnout 
1x106 l za den. Nejvíce technologických možností používaných ve specializovaných 
závodech zpracovávajících syrovátku poskytují rozsáhlé provozy, s pracovní kapacitou do 
1x106 l syrovátky denně [15]. 
Syrovátka se spotřebovává hlavně v sušené formě pro krmivářské účely. Vzhledem 
k poměrně vysokému obsahu syrovátkových bílkovin, minerálních látek a vitamínu se 
využívá i ve výživě lidí [16]. Zpracování syrovátky vychází jednak ze získání a využití 
jednotlivých složek (hlavně syrovátkových bílkovin a laktózy), dále se realizuje sušení 
syrovátky, případně její využití k fermentačním procesům [17]. 
Využívání syrovátky a jejích složek patří jednoznačně k trendům při výrobě funkčních, 
konvenienčních a wellness potravin a potravin pro potěšení. Kromě toho je nezanedbatelným 
faktorem nízká cena syrovátky. Syrovátka dodává vysokou výživovou hodnotu a širokou 
paletu fyzikálně-chemických vlastností, které jsou předností nově vyvíjených produktů. 
Umožňuje nejrůznější inovace v sortimentu mléčných výrobků, dezertů, pomazánek, 
dresinků, mražených krémů, pekařských výrobků, nápojů (i v prášku), tyčinek, snacků, 
čokolády cukrovinek a kojenecké výživy. Umožňuje částečnou náhradu živočišných bílkovin 
(texturované bílkoviny). Syrovátkové deriváty dodávají potravinám hutnost, zahušťovací 
schopnosti produktů rozmíchatelných ve vodě jsou srovnatelné se škroby. Některé 
syrovátkové deriváty jsou schopny vázat až osminásobek hmotnosti vody. Přídavek 10 % 
takového přípravku zvýší viskozitu o dva řády [28]. Z hlediska senzorických vlastností bývá 
příznivě hodnoceno jemné mléčné aroma, chuť a textura [13]. Možnosti aplikací se stále 
vyvíjejí v souvislosti s vývojem postupů pro získávání čistějších složek a získávání složek se 
specifičtějšími vlastnostmi. Možnosti použití syrovátkových bílkovin se rozšiřují při využití 
texturovaných bílkovin. Mohou být použity jako instantní zahušťovadla místo škrobů a jiných 
hydrokoloidů, nebo jako jemné pomazánkové teplem koagulované gely. 
 
3.2.1 Předběžná  úprava syrovátky před dalším zpracováním 
Čištění 
Při moderních postupech zpracování syrovátky se téměř vždy provádí čistění od 
nežádoucích zbytků sraženiny (sýrařský prach), které by negativně ovlivňovaly průběh 
dalších procesů (ucpávání tepelných výměníků, poškozování a ucpávání membrán) a navíc by 
ovlivňovaly rozpustnost, chuť a vůni produktu. Používá se kombinace usazování, scezování a 
odstřeďování, nebo samotné odstřeďování, a sice v závislosti na velikosti a množství pevných 
částic. Při jejich velkém množství se používají samoodkalovací odstředivky s kontinuálním 
odstraňováním kalů [18]. 
 
Odstranění tuku 
Pokud syrovátka pochází z výroby sýra, obsahuje obvykle určitý podíl tuku, který je 
rovněž vhodné odstranit kvůli průběhu dalšího zpracování,  kvalitě a stabilitě produktu. Za 
tímto účelem se obvykle použije další odstředivka, pomocí které se dosáhne odstranění tuku 
(pod 0,5 %, aby neucpával póry membrány). Pro odstranění posledních zbytků tuku se 
zkoušely nepříliš úspěšné postupy mikrofiltrace (polymerní membrány s póry 1,2 µm, 
keramické membrány s póry až 0,08 µm) [18]. 
 
Pasterace 
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Dalším krokem nezbytným pro zachování chemické i mikrobiologické jakosti syrovátky 
je pasterace, obvykle 72 – 78 °C po dobu 15 – 20 s [18].  Některé varianty pasteračních 
postupů však používají teploty v rozsahu 62 – 95 °C. Tím se sníží počet živých 
mikroorganismů a inaktivuje se fosfatáza a chymozin. Před pasterací musí být syrovátka 
uchovávána pokud možno nejkratší dobu, a sice při teplotách do 5 °C [18]. 
 
3.3 Použití syrovátky 
3.3.1 Výroba nápojů 
K výrobě nápojů je méně často používána pasterovaná kapalná syrovátka, častěji syrovátka 
(pouze sušená nebo demineralizovaná nebo deproteinovaná) nebo její frakce ve formě prášku. 
Nevýhodou kapalné syrovátky jsou vysoké náklady na přepravu, nízká údržnost v případě 
kontaminace, proměnlivá jakost, vysoký obsah solí. Někdy je problémem i vysoký podíl 
laktózy, který se naopak využívá v případě výroby fermentovaných nápojů. Někdy se klade 
důraz na obsah bílkovin, který je však nevýhodný v případě výroby čirých nápojů. 
Syrovátkové deriváty mají v nápojích často funkci zahušťovadla (místo škrobů).Trh nabízí jak 
syrovátkové nápoje v kapalném stavu připravené ke konzumaci tak i práškové směsi k 
přípravě nápojů [19], v nichž je syrovátka významnou složkou. 
Obvyklejší jsou nápoje, jejichž výroba spočívá především ve smíchání složek, méně 
časté jsou nápoje, u nichž je při výrobě zařazena fermentace např. kdysi vyráběná limonáda 
„Rivela“ [2]. Zájem o syrovátkové nápoje stoupá především u žen, které je konzumují hlavně 
kvůli nízkému obsahu energie, příznivému účinku na trávicí trakt a řadě fyziologických 
účinků jednotlivých složek. 
 
3.3.2 Aplikace  do mléka, mléčných výrobků a mražených krémů 
 
Mléko a mléčné nápoje 
Čínská firma Wandashan Dairy Drink vyvinula sušené mléko určené lidem nad 55 let, 
neochucené s přídavkem demineralizované syrovátky. Vyznačuje se vysokým obsahem 
vápníku a taurinu a nízkým obsahem cukru [20]. 
Na Univerzitě Ohio byla v r. 2003 ověřena možnost náhrady až 20 % mléka (v nápojích 
s čokoládovou příchutí) sladkou syrovátkou. Syrovátka byla neutralizována hydroxidem 
vápenatým na pH 5,8, poté smíchána s cukrem, stabilizátorem, kakaem, odstředěným mlékem 
a smetanou dále byla směs 5 minut promíchávána. Poté proběhla pasterace (74 °C, 30 s), 
homogenizace a skladování při 4 °C po dobu 14 dní. Na viskozitu a stabilitu nápoje má vliv 
různý podíl syrovátky a různý přídavek stabilizátoru [28]. 
 
Jogurty 
Syrovátkové bílkoviny mohou být přidány jako stabilizátory např. v množství 3 až 5 % do 
jogurtů. Vysoká schopnost vázat vodu umožňuje snížit podíl sušiny odtučněného mléka a 
příp. dalších stabilizátorů [28].Zlepšení konzistence a snížení uvolňování syrovátky u jogurtu 
se dosáhne přídavkem syrovátkové bílkoviny a laktoperoxidázy podle patentu japonské firmy 
Snow Brand Milk Products EP 0 642 740, z roku 2001 [21]. 
UF-permeát může být po koncentraci jako laktózový koncentrát s 18 % sušiny použit 
v různých výrobcích kvůli sušině. V případě jogurtů se ukázaly jako vhodné přídavky 2 % 
takového koncentrátu. Větší podíly lze použít do sladkých dezertů – pudinků, přičemž se 
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ušetří podíl odtučněného mléka [28]. Společnost Lactoprot (Německo) upravuje mléko nebo 
syrovátku patentovaným postupem za použití membrány z dutých vláken. Cílem je získání 
práškového přípravku se sníženým obsahem laktózy, který lze využít jako náhradu sušeného 
mléka při výrobě mražených krémů. Laktóza může v mražených krémech za určitých 
podmínek krystalizovat, a proto je vhodnější, když je její obsah v surovině co nejnižší. 
Laktóza projde semipermeabilní plochou membránou, pak je štěpena enzymovým roztokem 
na glukózu a galaktózu, které zpětně projdou membránou do původního roztoku. Tímto 
postupem se vyrábějí např. syrovátkové přípravky, z nichž lze vyrobit mražené krémy 
s rozdílnou texturou [28]. 
 
3.3.3 Aplikace do chleba a pečiva 
Sušená syrovátka a její deriváty jsou vhodnou pekařskou ingrediencí nahrazující část mléka 
a dalších složek. Přídavkem syrovátky se zvyšuje nejen nutriční hodnota výrobku, ale zlepšují 
se i některé další jakostní parametry. 
Zatímco sladká syrovátka se v pekárenské výrobě běžně používá, použití kyselé 
syrovátky je obvykle omezeno na kvas a podobné produkty, kde vyhovuje její chuťový a 
aromatický profil [28]. 
Přídavkem syrovátky se zvyšuje hladina bílkovin v pekařských výrobcích. Syrovátka 
s poměrně vysokým obsahem lysinu dobře kompenzuje nízký obsah této aminokyseliny 
v pšenici, což je užitečné zejména u výrobků pro sportovce a seniory. 
Laktóza má příznivý vliv na zadržování vlhkosti a zlepšení zpracovatelnosti těsta, 
protože je kvasinkami jen velmi pomalu štěpena, a tak zůstává přítomna i během pečení. 
Společně s bílkovinami má tak vliv na snížení rychlosti vysychání při stárnutí pečiva. 
Bílkoviny sušené syrovátky nebo syrovátkových preparátů mohou tvořit struktury 
(gely), které se teplem zhutňují, čímž se může zvyšovat síla lepku. Ostatní složky syrovátky 
texturu střídky změkčují. Typickým účinkem laktózy je rychlejší nástup kynutí a lepší 
zadržování plynu [28]. 
Syrovátkové bílkoviny mohou vzhledem k emulgační schopnosti umožňovat úsporu 
tuku v recepturách pečiva. Jsou neocenitelné rovněž pro výrobu polev, náplní a při povrchové 
dekoraci výrobků. Nativní a modifikované syrovátkové bílkoviny lze použít jako náhražky 
vaječného bílku. 
Syrovátková kombinace laktóza/bílkovina přispívá významně k hnědnutí pekařských 
výrobků, což je obzvláště oceňováno u výrobků s nízkým obsahem cukru. Získaná zlatohnědá 
barva je stálá i v průběhu mrazírenského skladování u výrobků, které se po rozmrazení 
okamžitě prodávají. Výhoda hnědého zabarvení se uplatňuje rovněž u chleba určeného pro 
toustování v domácnostech. Dalším příkladem využití pozitivního působení kombinace 
laktózy s bílkovinou je předpečené pečivo, určené k dohotovení v mikrovlnné troubě, které za 
normálních okolností nemívá dostatečně zabarvený povrch [28]. 
Použití sušené syrovátky místo fermentovatelných cukrů v recepturách na výrobky 
s krátkou dobou kynutí, jako jsou kupříkladu některá těsta na pizzu, umožní zachování jak 
reziduální sladkosti výrobku, tak i jeho odpovídající hnědé zabarvení dokonce i po několika 
dnech. Pomalejší fermentací pomocí droždí se generuje adekvátní aroma a chuť za 
současného prodloužení doby použitelnosti. 
Při aplikaci syrovátky je třeba provést v recepturách chleba a pečiva určité změny. Při 
použití dvou až pěti procentní syrovátky v celkové receptuře je třeba snížit dávku sladidla, 
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což se ale může projevit mírnou změnou v zabarvení. K dosažení optimálních výsledků je 
vhodné používat sušenou syrovátku, která odolává vysokým teplotám. Při aplikaci syrovátky 
může docházet k mírnému snížení doby hnětení. Výrobek má přitažlivější vzhled, jeho střída 
je vlhčí a  pružnější, kůrka má lepší zabarvení. Rovněž dochází ke zlepšení vlastností při 
zmrazování a rozmrazování [22]. 
Funkční vlastnosti syrovátkových bílkovin závisejí mj. na výrobním procesu, jakým 
byly připraveny (z kyselé či sladké syrovátky, po demineralizaci či bez ní, izolované 
chromatografií nebo vysrážením za vysokých teplot), na stupni denaturace a na jejich složení. 
Při posuzování vlivu přídavků různým způsobem připravených syrovátkových bílkovin na 
kvalitu těsta i na objem vyrobeného chleba se nejlépe  osvědčily β-laktoglobuliny, nejméně 
koncentrát syrovátkové bílkoviny. Použitelné však byly všechny zkoušené varianty. Takové 
testy byly prováděny ve finském Zemědělsko-potravinářském výzkumném ústavu ve 
spolupráci s firmou Valio [23]. 
 
3.3.4 Fólie na bázi syrovátky  
Jedlé fólie ze syrovátkových bílkovin jsou využitelné pro řadu aplikací. Mohou být 
např. vyrobeny se sekanými oříšky či kandovaným ovocem, přičemž se využívá především 
nutriční hodnota syrovátkové bílkoviny nebo mohou být vzhledem ke svým bariérovým 
vlastnostem použity jako povlaky či obaly potravin, přičemž cílem je prodloužení údržnosti a 
zlepšení kvality. Využije se tak levný přírodní polymer a dojde k ekologicky významnému 
snížení využívání syntetických obalových materiálů. Na Univerzitě Carolina byly vyvinuty 
syrovátkové fólie k balení suchých výrobků. Fólie má vynikající bariérové vlastnosti vůči 
kyslíku, aromátu a olejům. Propustnost pro vlhkost je střední až vysoká, na rozdíl od fólie 
z kaseinu, která je pro vlhkost vysoce nepropustná. Na permeabilitu fólií z WPI (izolát 
syrovátkových bílkovin) pro kyslík má vliv zvýšená vlhkost prostředí proto je nutné je 
skladovat při střední nebo nízké relativní vlhkosti. Jedlé potahy na ovoci by mohly napomoci 
snižovat příjem kyslíku z vnějšího prostředí a tím zpomalit respiraci. V úvahu přichází i 
využití ke zpomalení dozrávání banánů [28]. 
Jako ochrana proti pronikání kyslíku mohou mít význam pro zabránění oxidaci a 
žluknutí. Potenciální použití má taková fólie např. jako jedlý povlak ořechů (k zabránění 
pronikání olejů z ořechů do jiných složek potraviny) nebo k ochraně před polámáním 
u citlivých produktů, jako jsou snídaňové cereálie nebo lyofylizované výrobky. Použít se 
může na ořechy, kandované ovoce nebo na oplatky přidávané do zmrzlin, a to kvůli udržení 
jejich křupavosti. Ponořením arašídů do roztoku WPI se zvýšenou viskozitou a následným 
sušením vzduchem se vytvoří na povrchu oříšku bariéra, která značně oddaluje absorpci 
kyslíku [24,25,28]. 
 
Je nepochybné, že výzkum výživově-fyziologických a funkčních vlastností složek 
syrovátky bude dále pokračovat, že některé zatím předpokládané účinky budou objasněny, 
některé nové objeveny. Současně s tím bude pokračovat vývoj nových separačních metod za 
účelem získávání cenných složek, a také vývoj metod pro další úpravu separovaných složek 
za účelem rozšíření spektra funkčních vlastností. Nezbytným předpokladem pro uspokojivé 
využívání syrovátky je také vývoj strojních zařízení, s jejichž použitím lze nejen vyrobit 
kvalitní produkty, ale také maximálně snížit náklady. Vývoj nových výrobků obsahujících 
syrovátkové produkty bude spotřebitele lákat k jejich vyšší spotřebě [28]. 
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3.4 Odpadní vody 
Voda je nezbytnou potřebou člověka, používá se jí značné množství, ale z velké části ji 
nespotřebuje. Největší část použité vody odtéká jako voda odpadní. Odpadní vody  se liší 
stupněm znečistění a svým složením a to především v závislosti na typu sídla, druhu průmyslu 
a také na stupni naředění srážkovými a balastními vodami vstupujícími do systému. Objem a 
složení odpadních vod se ve stejném místě mění v průběhu času,  během dne, týdne a roku. 
Množství a kvalita odpadní vody jsou jedny z nejdůležitějších vstupních návrhových 
parametrů pro dimenzování a výstavbu čistírny odpadních vod [36]. 
Definice: Podle zákona č.20/2004 Sb., jsou odpadní vody definovány jako vody použité 
v obytných, průmyslových, zemědělských, zdravotnických a jiných stavbách, zařízeních 
nebo dopravních prostředcích, pokud mají po použití změněnou jakost (složení nebo teplotu), 
jakož i jiné vody z nich odtékající, pokud mohou ohrozit jakost povrchových vod nebo 
podzemních vod. Odpadní vody jsou průsakové vody z odkališť, a výjimkou vod, které jsou 
zpětně využívány pro vlastní potřebu organizace, a vod, které odtékají do vod důlních, a dále 
jsou odpadními vodami průsakové vody ze skládek odpadu [36]. 
Rozdělení: 
Městské odpadní vody – se rozumí odpadní vody vypouštěné z domácností nebo 
služeb, vznikající  převážně produkty lidského metabolismu a činností v domácnostech 
(splašky), popřípadě jako jejich směsi s průmyslovými odpadními vodami nebo s dešťovými 
vodami [36]. 
Splaškové odpadní vody – mají většinou šedou nebo šedohnědou barvu a fekálně 
zapáchají. Splaškové odpadní vody mají poměrně stálé složení a obsahují hlavně organické 
látky. Hlavní podíl znečisťujících látek pochází z moče a tuhých fekálií. Z praček a koupelen 
se dostávají do odpadních vod součásti pracích a mycích prostředků (mýdla, tenzory, 
fosforečnany apod.) [36]. 
Průmyslové odpadní vody – jsou vody používané a znečištěné při výrobním procesu, 
které jsou ze závodu vypouštěny a pro daný proces už nejsou dále použitelné. Řadí se mezi ně 
odpadní vody ze zemědělství. Složení a množství  průmyslových odpadních vod je silně 
závislé na druhu výroby a použité výrobní technologii [36]. 
 
3.4.1 Čištění odpadních vod 
Účelem čištění odpadních vod je přeměna přítomných organických látek na látky 
anorganické. Prvním stupněm čištění odpadních vod je vždy mechanické čištění. 
Mechanické předčištění má za úkol zbavit vodu hrubých nečistot. K zachycení 
nejhrubších nečistot slouží tzv. česle. Nezbytnou součástí stupně mechanického předčištění je 
usazovací nádrž. Další v pořadí je vyrovnávací nádrž. Jedná se o zásobník odpadní vody, kde 
se vyrovnává koncentrace odpadních látek tak, aby na samotné čistění voda proudila vždy 
s podobnou koncentrací znečištění a ve stálém průtoku. Jinak by mohlo dojít k poškození 
biologického procesu v hlavní části čistírny [30]. 
V současné době je vedle fyzikálně-chemických či chemických způsobů odstraňování 
škodlivých látek z prostředí platnou variantou také biologické čištění, avšak za podmínky, že 
dané látky jsou biologicky rozložitelné. Biologické čištění je ekonomicky výhodnější oproti 
fyzikálně chemickým a chemickým procesům při stejné účinnosti čištění [31]. 
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Organické nečistoty odpadních vod se mohou po mechanickém čištění odstraňovat 
v biologicky aerobním prostředí, pomocí směsné kultury mikroorganismů. Na základě 
časového intervalu potřebného k vyčištění, rozeznáváme biologické čištění přirozené nebo 
umělé. Přirozené oxidační pochody probíhají v přírodě a vyžadují delší dobu, týdny až 
měsíce. 
Biologické čištění se provádí v provzdušňovaných aktivačních nádržích, nebo na 
biologických filtrech. Při tomto způsobu čištění nastává působením různých organismů 
rozklad nečistot až na organické soli [31]. 
Do aktivačních nádrží jsou žádoucí mikroorganismy přidávány v podobě asi 15% 
aktivovaného kalu, který se usazuje z již vyčištěné vody. Vločky kalu jsou shluky 
mikroorganismů, které absorbují z vod organické nečistoty. Za dostatečného přívodu 
tlakového vzduchu mikroorganismy rozkládají organické látky. Provzdušňováním nastává i 
částečná koagulace koloidních látek.  Dobře oxidovaný kal se snadno usazuje ke dnu. 
Biologické filtry jsou zařízení, na jejichž náplni jsou neusaditelné suspendované látky 
i látky rozpuštěné vázány absorpčními i adsorpčními látkami. Proto se náplň filtru potáhne 
filmem, na kterém ze skrápění odpadní vodou vegetují aerobní mikroorganismy. Při průtoku 
filtrem se odpadní vody obohacují kyslíkem. Filtry jsou vysoké několik metrů. V horních 
vrstvách probíhá oxidace, v nižších vrstvách filtru začíná nitrifikace. V odpadní vodě 
biologicky zpracované na filtrech se obsah organických látek snižuje. Snižuje se tedy i 
biologická spotřeba kyslíku. Pohlcený kyslík se spotřebovává pomaleji než před biologickým 
čištěním. Jestliže se biologické filtry zapojí do série, pak se dosáhne vysokého čisticího 
efektu. Takto ošetřené vody mají velmi nízkou reziduální spotřebu kyslíku (BSK) [30,31,32]. 
 
3.4.2 Základní ukazatele znečištění 
Biologická spotřeba kyslíku – BSK (g.l-1) – vyjadřuje spotřebu kyslíku za určité časové 
období na biochemickou oxidaci biologicky rozložitelných látek mikroorganismy, 
přítomnými v dané odpadní vodě. BSK je definovaná jako hmotnostní koncentrace 
rozpuštěného kyslíku spotřebovaného za stanovených podmínek a v oxidickém prostředí 
biochemickou oxidací organických látek ve vodě. Hodnota BSK závisí na době inkubace. 
BSK se požívá jako míra koncentrace biologicky rozložitelných látek (narozdíl od CHSK, 
která postihuje organické látky biologicky rozložitelné i nerozložitelné). 
Stanovení BSK je běžnou součástí chemického rozboru povrchových a odpadních vod a 
jedním ze základních parametrů při posuzování účinnosti biologického čištění odpadních vod 
a při hodnocení biologické rozložitelnosti organických látek [39]. 
 
Chemická spotřeba kyslíku – CHSK (g.l-1) – vyjadřuje spotřebu kyslíku na oxidaci 
organických látek dichromanem v prostředí 50 %-ní kyseliny sírové po dvouhodinovém varu: 
hodnota CHSK zahrnuje tedy i látky biologicky nerozložitelné. Při stanovování chemické 
spotřeby kyslíku (CHSK) se na koncentraci organických látek ve vodě usuzuje podle 
množství oxidačního činidla, které se za určitých podmínek spotřebuje na jejich oxidaci. 
Výsledky se přepočítávají na kyslíkové ekvivalenty a udávají se v mg/l (mg kyslíku 
odpovídající podle stechiometrie spotřebě oxidačního činidla na 1 l vody). Jako oxidační 
činidlo se v současné době používá dichroman draselný (CHSKCr) a jen výjimečně dosud také 
manganistan draselný (CHSKMn). Principem CHSKCr je oxidace organických látek 
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dichromanem draselným v prostředí 50 %-ní kyseliny sírové při teplotě 150 °C po dobu dvou 
hodin za katalytického působení síranu stříbrného [39]. 
Pro stanovení CHSK odpadních vod se výhradně používá dichromanová metoda, kdy 
lze  téměř kvantitativně oxidovat většinu organických látek. Stanovení CHSK má význam při 
posuzování samočistění povrchových vod a při biologickém čištění odpadních vod [37,38]. 
 
3.4.3 Biodegradace 
Biodegradace (biologický rozklad) je speciálním případem degradace, při níž dochází 
k rozkladu působením biologických činitelů. Známý je rozklad pomocí mikroorganismů, 
hlodavci a hmyzu [29]. 
Mezi mikroorganismy disponujícími biodegradačním potenciálem nejčastěji nacházíme 
bakterie. Anaerobních bakterií bylo dosud izolováno velmi málo, nejčastěji se jedná 
o mikroorganismy podílející se na biodegradacích vysoce chlorovaných sloučenin, které 
řadíme k rodům Desulfomonile, Clostridium, Desulfitobacterium apod. Aerobní bakterie jsou 
dosud popsány lépe a jejich nejhojněji se vyskytující zástupci se řadí k rodům Pseudomonas, 
Acinetobacter, Corynebacterium, Rhodococcus, Alcaligenes, Achromobacter, Arthrobacter, 
Nocardia, Bacillus, apod. [29]. 
Méně  často nacházíme na kontaminovaných lokalitách plísně a kvasinky. Mezi jejich 
nejvýznamnější zástupce patří rody Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces, Trichoderma, 
Penicillium, Aspergillus.  
Mikroorganismy se obvykle nevyskytují v přírodě samostatně, ale tvoří nejrůznější 
konsorcia, ve kterých spolu mohou vzájemně spolupracovat anebo naopak soupeřit. 
Synergistické vztahy jednotlivých mikroorganismů mohou být ještě dále posíleny jejich 
těsným kontaktem, který je přirozeně dán např. mikroorganismům rostoucím v agregátech 
nebo biofilmech. Pozorování prokázala, že tvorba biofilmů v přírodě je zcela běžným jevem. 
Ve vodním prostředí můžeme nalézt mikrobní osídlení na ponořených kamenech i 
větvích a rovněž v půdě jsou společenstva mikroorganismů vázána na povrchu zrnitých částic. 
Bakterie tvořící biofilmy jsou navíc přirozeně resistentní k velmi vysokým hladinám 
antibakteriálních látek zahrnujících např. těžké kovy a další polutanty životního prostředí. 
Adheze na povrch může vyvolat také zvýšení metabolické aktivity mikroorganismů, která 
může být následně využita v moderních zařízeních pro biologickou degradaci toxických látek 
a čištění odpadních vod [40]. 
Některé organické molekuly jsou degradovány velice snadno, jiné biologickému 
rozkladu odolávají. V tomto ohledu existují určitá pravidla podle nichž se lze řídit: 
polyaromatické sloučeniny jsou obecně  hůře rozložitelné než-li sloučeniny alifatické  či 
monoaromáty. Zvyšující se  halogenace molekul opět znesnadňuje jejich biologickou 
odbouratelnost. Např. trichlorethen nebo polychlorované bifenyly jsou mnohem hůře 
biologicky odstranitelné než např. dichlormethan a monochlorbifenyly, protože k jejich 
biodegradaci je zapotřebí kosubstrátu, zatímco výše zmiňované mono- a dihalogenované 
sloučeniny mohou sloužit jako jediný zdroj uhlíku a energie [40]. 
Dalším velmi důležitým faktorem, zmiňovaným v souvislosti s biodegradacemi je 
biologická dostupnost polutantu. Ještě v nedávné minulosti se předpokládalo, že 
biodegradační proces proběhne vždy, jestliže je přítomen příslušný enzym nutný pro 
katabolické reakce. Výsledkem bylo, že mnoho studií bylo zaměřeno na izolaci a 
charakterizaci enzymů a genů zodpovědných za biodegradaci a nebyl brán v potaz první krok 
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nutný k proběhnutí jakéhokoliv biodegradačního děje, a to absorpce substrátu z okolního 
prostředí. Právě degradace kontaminantů s omezenou rozpustností ve vodě nebo jejich silná 
sorpce na půdní matrici či sedimenty mohou limitovat jejich úspěšný rozklad a to i v případě, 
že disponujeme populací s příslušným enzymovým vybavením.  
Přítomnost a množství mikroorganismů v kontaminovaném prostředí však není dáno 
pouze dostupností zdroje uhlíku, ale také nejrůznějšími fyzikálně-chemickými faktory. Snad 
vůbec nejdůležitějšími  činiteli kontrolujícími biodegradaci kontaminantů jsou dostupnost 
kyslíku, dusíku a obsah organických látek. Tyto faktory jsou značně proměnlivé a souvisí 
přímo s lokací odbourávaného kontaminantu. Obecně platí, že koncentrace kyslíku a 
organického materiálu klesá se zvětšující se hloubkou a výsledkem je snižování 
biodegradační aktivity organismů [40]. 
Míra degradace je ovlivňována zejména těmito vlivy prostředí: teplota, světlo, živiny, 
pH, vlhkost a přítomnost kyslíku. Produkty štěpení jsou pak voda, biomasa. Anorganické 
látky a u aerobních procesů také CO2 [40]. 
 
Diauxie 
Bakteriální kultury, které se množí v prostředí obsahujícím relativně vysoké koncentrace dvou 
zdrojů uhlíku, nevykazují obvykle jednoduchou exponenciální fázi, která je charakteristická 
pro růstovou křivku buněk v prostředí s jedním zdrojem uhlíku. V prostředí se dvěma zdroji 
uhlíku je množení buněk charakterizováno dvěma exponenciálními fázemi, které jsou 
vzájemně odděleny obdobím zpomaleného nebo neprůkazného množení (Obr.1). 
První exponenciální fáze je charakterizována využíváním pouze jednoho substrátu, 
druhá fáze pak využíváním druhého substrátu. Tento dvoufázový růst mikrobiálních buněk a 
postupné využívání dvou substrátů je označován jako diauxie.  
Diauxie je v první fázi využívání uhlíkatého substrátu charakterizována potlačením 
syntézy enzymů pro využívání dalšího substrátu. Preferování využívání určité organické 
sloučeniny před jinou může být vysvětlením pro přizpůsobovací periodu v tom případě, že 
kontaminant je druhým substrátem [40]. 
 22 
 
Obr. 1 Dvoufázový růst bakteriální kultury v přítomnosti dvou zdrojů uhlíku C1 a C2 [40] 
 
3.4.4 Biologické termofilní aerobní čistící systémy 
Biologické termofilní aerobní čistící systémy představují poměrně nový postup úpravy 
vysokoteplotních odpadních vod. Z pohledu biologického čištění odpadních vod se jako 
termofilní označuje jakýkoliv proces probíhající při teplotě 45 °C a vyšší [3]. 
Termofilní aerobní systémy čištění vod se jeví být obzvláště vhodné pro odpadní vody 
s vyšší koncentrací uhlíkatého zdroje, s toxicitou pramenící z vysoké hladiny solí, nebo 
z přítomnosti nebezpečných látek. Nicméně nelze tvrdit, že termofilní aerobní čištění je 
technicky neproveditelné pro jiné typy odpadních vod [3].    
Poprvé bylo studováno termofilní aerobní čištění v roce 1953. Bylo aplikováno na 
vysokoteplotní odpadní vodu z lepenkářského průmyslu. V reaktoru byl zaznamenán větší 
pokles CHSK než v analogickém mezofilním reaktoru. I když byly degradační rychlosti 
nejvyšší při 50 °C, kvalita finální vody byla snížena kvůli nízké usazovací schopnosti bakterií. 
V roce 1956 byla provedena studie na čištění sulfátové odpadní vody při teplotě 48 – 
50 °C. Pokles CHSK při hodnotách pH 9,5 - 9,8 byl v podstatě stejný jako u experimentů při 
teplotách 30 – 38 °C [3].    
Byl také pozorován efekt čištění odpadních vod při teplotách od 4 °C do 50 °C. Nejlepší 
čistící výkon byl zaznamenán při 45 °C. Další výzkum na základě měření specifické rychlosti 
utilizace kyslíku také stanovil teplotu nejvyšší biologické aktivity na 45 °C. V další práci, ve 
které bylo prováděno čištění modifikovaného městského odpadu s využitím submerzního 
aerovaného biofiltru v teplotním rozmezí 30 – 55 °C výkonnost procesu s rostoucí teplotou 
naopak klesá. Ve všech těchto pracích byl zaznamenán problém s usazováním buněk [3].    
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3.4.5 Stávající uplatnění aerobního termofilního čištění odpadních vod 
Jako příklad aplikace termofilního aerobního čištění lze uvést BETT proces, dále proces 
ALPHA – BIOTHERM, proces TAS a  ATAD – AUTOTHERM procesy. 
 
3.4.5.1 BETT proces 
Provoz BETT procesu tvoří mobilní jednotka obsahující izolovaný reaktor pro termofilní 
čištění odpadní vody nebo zpracování kalu. Kyslík je dodáván aeračním systémem  
využívající jednu trysku umístěnou u dna reaktoru. Pomocí mísící pumpy je zabezpečená 
recirkulace vzduchu společně s médiem. BETT zařízení je konstruováno pro vsádkový nebo 
kontinuální způsob kultivace [41]. 
 
3.4.5.2 ALPHA – BIOTHERM proces 
Hlavními součástmi ALPHA – BIOTHERM procesu jsou: reaktor, tepelný výměník, 
čerpadla, potrubí a elektrická kontrolní jednotka. Reaktor zajišťuje především intenzivní 
homogenizaci a aeraci vsádky, umožňuje udržení autotermálního procesu, inaktivaci 
potenciálních patogenů, redukci organických polutantů a vylepšení procesu odvodnění 
odpadu. Kombinované míchací a aerační zařízení je instalováno u dna reaktoru. Každá funkce 
může být nezávisle monitorována, proto je možné regulovat produkci autotermálního tepla 
uvnitř reaktoru. Pro aeraci reaktoru lze požít buď atmosférický vzduch nebo stlačený kyslík. 
Potřebná energie pro zahřívání reaktoru je získána motorovým zařízením, nebo 
z kogenerátoru na chlazení vody. Toto zařízení dovoluje alternativně řídit systém jako čistě 
termickou hygienizaci nebo může pracovat v aerobně-termofilním režimu. Tepelný výměník 
zaručuje účinnou a spolehlivou návratnost vytvořeného a/nebo dodaného tepla. 
Jednotka ALPHA – BIOTHERM může s využitím termofilních bakterií zpracovávat 
jakékoliv mechanicky zahuštěné tuhé biologické látky s obsahem sušiny více jak 8 %, včetně 
vysoce tixotropického kalu s charakterem plastické kapaliny [41]. 
3.4.5.3 TAS proces 
Malé čistírny odpadních vod úspěšně využívají termofilní stabilizace kalu (TAS). Odpadní kal 
je při tomto procesu stabilizován vzduchem nebo průmyslovým kyslíkem a zároveň 
hygienizován vysokou teplotou. 
Větší čistírny odpadních vod používají způsob dvojitého zpracování kalu (DS). 
Kombinace aerobní a anaerobní stabilizace umožňuje použití menších reaktorů ke stabilizaci a 
hygienizaci odpadního kalu [42,43].  
 
3.4.5.4 Autotermní termofilní aerobní stabilizace a duální stabilizace kalu   
Jako autotermní termofilní aerobní stabilizace kalu (ATAD) se označuje biologické aerobní 
zpracování kalu, které probíhá při procesních teplotách nad 45 °C, a jehož ohřívací energie se 
získává z činnosti látkové výměny mikroorganismů. K dosažení zvýšené reakční teploty 
se nepřivádí teplo z vnějšku, nýbrž proces se exotermickými reakcemi samočinně udržuje 
v termofilním rozsahu teplot. Vedle ATAD postupu se používá také technologie duální 
stabilizace kalu známá pod označením AEROTHERM, která využívá autotermní termofilní 
aerobní proces jako předstupeň před anaerobní mezofilní stabilizaci. Technologie ATAD a 
AEROTHERM se úspěšně používají pro následující účely: desinfekce čistírenských kalů, 
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odlehčení stávajících vyhnívacích zařízení na stabilizaci čistírenského kalu, snížení 
investičních nákladů při pořizování nových zařízení na stabilizaci čistírenských kalů [42,43].  
Princip aerobní termofilní stabilizace kalů vychází z poznatku, že v celkové energetické 
bilanci biochemických reakcí při aerobním rozkladu organického substrátu v kalu dochází 
k uvolnění značně velkého reakčního tepla. Uvolněné reakční teplo zvyšuje teplotu kalu na 
hodnotu, odpovídající rovnováze mezi produkcí reakčního tepla, tepelným obsahem kalu a 
ztrátami tepla do okolí systému. Pokud je substrát dostatečně koncentrovaný a reakční systém 
tepelně izolovaný od okolního prostředí, pak se teplota kalu tímto procesem samočinně zvýší 
na značně vysoké hodnoty, dosahující v praxi 70 °C. Při zvýšené teplotě se rozkladné 
biochemické procesy podstatně urychlují, kal se stabilizuje během několika dnů a rovněž 
dochází ke zničení přítomných patogenních mikroorganismů [42,43].    
Princip duální stabilizace čistírenského kalu se sestává z kombinace aerobně 
termofilního předstupně a na něj navazujícího anaerobního, obvykle mezofilního stupně 
stabilizace kalu. Touto kombinací jsou optimálně využity přednosti obou dílčích technologií. 
V předřazeném aerobně termofilním reakčním stupni se při krátké době zdržení dosáhne 
samočinnou exotermickou látkovou přeměnou ohřátí kalu na více než 50 °C, tím dochází 
k předpasterizaci kalu a k dalším chemicko-fyzikálním změnám obsažených organických 
látek, které zlepšují reakční podmínky pro následující anaerobní stabilizaci kalu. Aerobní 
předstupeň se dimenzuje tak, že se v něm odbourá jen menší část rozložitelných organických 
látek. Pokud je cílem aerobního předstupně odlehčení následujícího aerobního stupně, 
dimenzuje se na odbourání odpovídající požadovanému odlehčení anaerobie. Pokud je cílem 
desinfekce kalu, dimenzuje se na dosažení potřebné teploty. V anaerobním mezofilním stupni 
probíhá proces stabilizace kalu, který se od klasické anaerobní technologie liší tím, že 
přitékající organický substrát už prošel předchozím termofilním předstupněm a podléhá 
mnohem rychleji anaerobním procesům [42,43]. 
Technologie založené na principu autotermního termofilního aerobního procesu doznaly 
ve světě značného rozšíření a v současné době patří mezi standardní procesy pro stabilizaci 
čistírenských kalů. Jejich vlastnosti i základní údaje o jejich provedení byly popsány v tomto 
příspěvku. 
V České republice byla tato technologie doposud realizována na dvou čistírnách, v 
Bystřici pod Hostýnem od roku 1997 a nyní nově v Třebíči. Na obou čistírnách je instalována 
duální stabilizace kalu AEROTHERM s termofilním aerobním předstupněm a následujícím 
stupněm mezofilně anaerobním [42,43].  
Hlavním přínosem těchto procesů je stabilizace kalu vedoucí až k jeho hygienizaci. 
Dalšími výhodami jsou: úspora reakčního objemu, snížení množství kalu a eliminace 
zápachu. Vyšší stupeň stabilizace a hygienizace výstupního kalu umožňuje jeho lepší 
využívání, zejména se jedná o možnost aplikace takto stabilizovaného kalu na zemědělskou 
půdu. Tento způsob finální etapy zpracování kalu je z ekologického i z ekonomického 
hlediska nejvhodnější metodou využití kalů. Aerobně termofilní stabilizace vyžaduje oproti 
anaerobnímu vyhnívání podstatně kratší reakční dobu. Investiční náklady na její instalaci jsou 
proto při srovnatelném rozsahu v porovnání s vyhníváním příznivější. Pro přetížená vyhnívací 
zařízení se v mnoha případech nabízí cenově výhodné doplnění termofilním předstupněm, 
který je investičně méně nákladný, než vybudování další vyhnívací nádrže. Proces termofilní 
aerobní stabilizace kalu se ekonomicky uplatňuje hlavně u menších čistíren odpadních vod 
(do 10 000 obyvatel), a i proto by jeho význam neměl narušit současnou dominanci anaerobní 
stabilizace kalu na větších čistírnách odpadních vod [42,43]. 
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3.4.6 Shrnutí výhod a nevýhod procesu 
Výhody termofilního aerobního čištění odpadních vod: Rychlá inaktivace patogenních 
mikroorganismů, která může být stěžejním činitelem při čištění mnoha odpadů, vysoké 
biodegradační rychlosti spřažené s nízkými růstovými výtěžky způsobenými vysokými 
požadavky buněk na maintenance pochody. Maximum specifické rychlosti využití substrátu  
je u termofilních procesů 3-10x větší, než u analogických mezofilních procesů. Maintenance 
konstanta je taktéž 10x větší. Důsledkem této biokinetické charakteristiky je v těchto 
systémech pozoruhodně nízká rychlost tvorby kalu, jenž je tak nízká, jako u anaerobních 
čistících procesů [3].  
 
Nevýhody termofilních aerobních procesů zahrnují zejména zvýšené výdaje na aeraci 
provozní nádrže a udržení teploty, slabou flokulaci bakterií a problémy s pěněním. Náklady 
na vzdušnění reaktorů představují zjevnou nevýhodu ve srovnání s anaerobní technologií. 
Navíc nízké procento odpadního kalu, příznačné pro tyto aerobní termofilní procesy, vede       
k vyšším požadavkům na kyslík (než analogický mezofilní proces).  Bylo zjištěno, že nároky 
na kyslík jsou o 14 % vyšší, než u konvenčních aerobních procesů. Termofilní aerobní čistící 
procesy mají téměř vždy nízké usazovací schopnosti buněk, plynoucí z dispergace 
mikroorganismu v celém objemu reaktoru. Následkem toho se separace biomasy stává 
mimořádně obtížnou a často limituje celkovou efektivitu čištění. Náklady na udržení vysoké 
teploty řeší autotermální proces [3]. 
 
3.5 Termofilní mikroorganismy 
Termofilní mikroorganismy mají optimální teplotu růstu 45 °C nebo vyšší. Pro většinu z nich 
je optimální teplota růstu 50 až 60 °C, pro některé dokonce ještě vyšší. Některé mohou růst 
výjimečně i při teplotě až 80 °C, mezi ně patří například některé kmeny druhu Bacillus 
stearothermophilus.  Některé extrémní termofily z archaea rostou i při teplotách nad 100 °C. 
Řada termofilních mikroorganismů se nerozmnožuje při teplotách nižších než 40 °C, 
výjimečně se při teplotě kolem 30 °C rozmnožují ještě zjistitelnou rychlostí. Termofilní 
bakterie mají své zástupce mezi rody Bacillus ( např. B. stearothermophilus), Clostridium ( C. 
thermosaccharolyticum), Lactobacillus (L. delbrueckii subsp.delbrueckii, L. delbrueckii 
subsp. bulgaricus) mezi aktinomycetami (např. rody Thermoactinomyces a 
Thermomonospora) [44]. 
Termofilní mikroorganismy se vyskytují v půdě, v kompostech, v chlévské mrvě, 
v uskladněném vlhkém materiálu (rašelině, seně, obilí), v bahně, všude tam, kde činnost 
mezofilních mikroorganismů přispěla ke zvýšení teploty na 40 až 50 °C. Při této teplotě 
začíná intenzivní činnost termofily, jenž vede k dalšímu zvyšování teploty a někdy i 
k samovznícení (např. u sena, rašeliny, obilí). Samovznícení je způsobeno tvorbou lehce 
zápalných zplodin metabolismu termofilních bakterií [44]. 
 
3.5.1 Termostabilita 
Vznik života klademe do období před přibližně 3,85 miliard let do prostředí podobného 
dnešním termálním pramenům a podmořským vývěrům. První organismy byly adaptovány na 
teploty, při kterých většina eukaryot nedokáže přežít, tím méně se rozmnožovat. Horní 
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hranice přežití organismu je teplota denaturace proteinů. Spodní hranicí je teplota, kdy 
cytoplasmatická membrána přestává být fluidní, zastavují se membránové transportní děje 
[47]. Organismy žijící při teplotách blížících se bodu varu se musí vyrovnat s nízkou 
rozpustností plynů a tedy nedostatkem kyslíku i oxidu uhličitého. Tyto teploty jsou při tlaku 
101 325 kPa vysoko nad hranicí denaturační teploty DNA a proteinů. Chlorofyl se rozkládá 
při 75 ˚C a fotosyntéza tak již není možná a s tím také souvisí metabolické strategie, které 
organismy v takovýchto prostředích využívají. Všechny známé organismy tolerující nejvyšší 
teploty patří do skupiny Prokaryota. Většina pak do domény Archaea. Jsou známy jen dva 
bakteriální rody Thermotoga a Aquifex [48]. V nejvyšších teplotách žijí zástupci říše 
Crenarcheota a Korarcheota, domény Archaea [46]. Například Pyrolobus fumarii 
(Crenarcheota) je chemolitotrof žijící při teplotách dosahujících 113 ˚C. Pro srovnání je dobré 
si uvědomit, že horní hranicí pro eukaryota je přibližně 60 ˚C a pro většinu těchto organismů 
leží ještě níže (ryby mají maximum v 40 ˚C) [49]. Termofilní organismy charakterizuje 
schopnost přežít v teplotách nad 60 °C. Pro hyperthermofilní organismy leží optimální teplota 
růstu nad hranicí 80 ˚C [46]. Nutno zdůraznit, že obě teploty se nevztahují k prostému 
přežívání pro eukaryotní organismy smrtících podmínek, ale naopak tyto organismy 
„extrémní“ hodnoty pro svůj život vyžadují. Existují organismy, které žijí v blízkosti 
hlubokomořských hydrotermálních pramenů (např. černých kuřáků), kde panují obrovské 
tlaky a teploty. Teplota vyvěrající (kapalné) vody dosahuje 400 ˚C a tlak v řadu řádu stovek 
atmosfér. 
Termofilní mikroorganismy se vyznačují mimořádně vysokou metabolickou aktivitou a 
rychlostí růstu za optimální teploty. Vysoká metabolická aktivita při těchto teplotách je 
výsledkem odlišného složení bílkovinných složek jejich enzymů, neboť optimální teplota 
většiny izolovaných enzymů se pohybuje rozmezí optimálních teplot pro růst. Bylo dokázáno, 
že příčinou zvýšené stability „termofilních“ proteinů je tvorba vodíkových vazeb a solných 
můstků mezi bočními řetězci substituovaných zbytků. Zaznamenám byl též úbytek přeskupení 
aminokyselin, což způsobuje konformační a strukturální změnu prostorového uspořádání. 
Některé enzymy termofilních bakterií jsou však u celých buněk aktivnější při vyšších 
teplotách než při extrakci z rozdrcených buněk, což svědčí o ochranných účincích některých 
složek buňky vůči vysokým teplotám [47]. 
Při vyrovnávání se s vysokou teplotou uplatňují mikroorganismy dvě strategie. První 
strategií je  změna primární sekvence proteinu a druhou změna buněčného prostředí. Změnou 
aminokyselinového složení se změní i příspěvek jednotlivých typů interakcí ke stabilitě 
proteinu. Byla provedena velká řada studií pro srovnání množství a typu interakcí 
v homologních proteinech z mezofilních a hypertermofilních organismů [50]. Vyplývá z nich, 
že zvýšené termostabilitě odpovídá zvýšený výskyt určitého typu interakce. Studie se ale 
obecně neshodují na jednotném druhu interakce, která by převládala u všech termostabilních a 
hypertermostabilních proteinů. Proto je nutné analyzovat příspěvek jednotlivých typů 
interakcí ke stabilizaci termofilních proteinů detailněji [47]. 
 
3.5.1.1 Kovalentní interakce 
Z kovalentních interakcí se na prostorovém uspořádání terciární struktury podílí jen 
disulfidické vazby. Jejich počet v proteinu zpravidla není vysoký. Ze studií z předchozích let 
vyplývá, že disulfidická vazba je při podmínkách nad 100 ˚C nestabilní [51]. Studované 
proteiny ale pocházely z mesofilních organismů, a proto byly při této teplotě denaturované. 
V termofilních proteinech, které se nacházejí v nativním stavu, je tato vazba stabilní [52]. 
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Míru stabilizace, kterou proteinu tyto vazby udílí, určuje jejich poloha v proteinu. Vazby, 
které neinteragují s okolním prostředím a nejsou tedy v kontaktu s látkami s nižším redoxním 
potenciálem, jsou velmi stabilní. 
 
3.5.1.2 Nekovalentní interakce 
Energie nekovalentních vazeb (vyjma iontové) je řádově menší než energie 
kovalentních vazeb. Tyto interakce však mají na prostorové uspořádání proteinu větší vliv. 
 
Iontové vazby 
Přesto, že iontové vazby jsou velmi silné a energeticky bohaté, přispívají ke stabilizaci 
proteinu malou měrou. Na základě analýzy genetické informace bylo zjištěno, že některé 
termofilní enzymy obsahují oproti mezofilním proteinům vyšší procento nabitých 
aminokyselin a to zejména na úkor aminokyselin nenabitých. Zajímavý pokus byl proveden 
kolektivem Lebbinka. Přidali cílenou mutací původní struktury nabitou aminokyselinu do sítě 
v enzymu glutamát dehydrogenáza pocházející z bakterie Thermotoga maritima. Výsledný 
efekt však nebyl stabilizující, ale destabilizující [53,54,55]. 
Vliv iontových můstků na stabilitu proteinové struktury velmi silně závisí na 
dielektrické konstantě prostředí, ve kterém se nachází. Iontové můstky uvnitř proteinu mají 
větší energii než na povrchu proteinu. U většiny termofilních proteinů byl pozorován větší 
počet iontových můstků než u jejich mesofilních homologů. Zvětšením počtu iontových 
můstků v mezofilním proteinu ale nemusí nutně vést k jeho větší stabilitě. 
 
Interakce dipól-dipól 
Dva permanentní dipóly orientované tak, aby se přitahovaly, poskytují stabilizační energii 
řádově desetkrát menší než vazba iontová. Počet dipólů v molekule proteinů je ale velmi 
vysoký a významně přispívá ke stabilitě proteinu. Například ve struktuře α šroubovice se 
dipólové momenty amidové a karbonylové skupiny skládají tak, že na N konci je kladný a na 
C konci záporný dipólový moment. Tento jev má velký význam pro výsledné prostorové 
uspořádání proteinu. Tyto dipólové momenty jsou stabilizovány přítomností čepičky – 
aminokyseliny s opačným nábojem. V blízkosti N konce se nachází kyselina glutamová nebo 
asparagová, C konec stabilizuje kladně nabité residuum. Mezofilní proteiny obsahují 
v průměru menší počet α-helixových čepiček než termofilní proteiny. Vyplývá to ze srovnání 
struktur fosfoglycerol kináz z mezofilních organismů Saccharomyces cerevisiae a Susscrofa a 
termofilních organismů Thermotoga maritima a Bacillus stearothermophilus. Uvádí se, že 
stabilizace N konce přispívá k ∆ Gstab hodnotou -3,4 kJ/mol. Význam této stabilizace tedy není 
zásadní, ale přispívá k celkové stabilizaci hypertermofilních proteinů [50]. 
 
Vodíkové můstky 
Nativní struktura proteinu je uspořádána tak, aby v ní existovalo maximum možných 
vodíkových můstků. Vodíkové můstky vznikají interakcí mezi atomy hlavního řetězce, mezi 
atomy hlavního a postranních řetězců a mezi atomy postranních řetězců. Při porovnávání 
proteinů z hypertermofilních a mezofilních proteinů je nutné znát jejich struktury s velkou 
přesností. Jinak je do odhadu jejich počtu zanesena velké chyba. Zvláštní význam je 
přisuzován vodíkovému můstku mezi nabitým a neutrálním atomem. Vzniká mezi nabitým 
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atomem postranního řetězce a jakýmkoliv neutrálním atomem hlavního nebo postranního 
řetězce. Tento typ vazby může být více stabilizující než iontová vazba, protože je méně 
solvatován, enthalpická složka je vyšší než u vodíkové vazby mezi neutrálními atomy, a to 
díky interakci náboj – indukovaný dipól, která byla popsána výše. Existují proteiny, u kterých 
byla prokázána dominantní úloha vodíkových můstků při stabilizaci proteinu. Příkladem je 
ferredoxin z Thermotoga maritima nebo glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza z Thermus 
aquaticus. Z porovnání jiných proteinů ale vyplývá, že počet vodíkových můstků je přibližně 
stejný. Jako v případě 3-isopropylmalát dehydrogenázy z Thermus thermophilus a 
Escherichia coli a Salmonella typhymurium. Nekovalentní interakce hrají ve struktuře 
a funkci proteinu klíčovou úlohu. Zvýšení jejich počtu v hypertermostabilních proteinech 
dovoluje zachovat dynamičnost a tedy funkčnost proteinu [50,55,56]. 
 
Hydrofobní interakce 
U mnoha termostabilních proteinů byl pozorován větší počet hydrofobních residuí. Vyskytují 
se jednak v jádru globulárních proteinů a jednak v místě spojů mezi proteinovými 
podjednotkami. Příkladem je laktát dehydrogenáza z Thermotoga maritima nebo superoxid 
dismutáza ze Sulfolobus acidocaldarius. Přesné kvantitativní zhodnocení příspěvku 
hydrofobních interakcí teprve čeká na provedení [47]. 
 
Z dosud publikovaných studií vyplývá, že nelze určit jeden druh interakcí, který by 
exkluzivně způsoboval termostabilitu. Neexistuje typ interakce, na základě kterého by se dalo 
rozhodnout, zda je protein termofilní nebo mesofilní. Všechny typy interakcí jsou společné 
psychrofilním, mezofilním, termofilním i hypertermofilním proteinům. 
Žádná z dosud popsaných stabilizačních strategií není univerzální pro všechny proteiny. 
Každý protein využívá všech strategií, které mu jeho stavba dovoluje. Ty se na jeho 
stabilizaci podílejí v různé míře, jak prokázaly mutační studie. 
Na druhou stranu destabilizace, která je u jednoho proteinu způsobená vystřižením 
nabité aminokyseliny, je u jiného proteinu dosažena zvýšením počtu iontových interakcí 
[50,55,]. Chování proteinů je tedy z hlediska přizpůsobení se vysokým teplotám individuální. 
Termofilní proteiny mají vysoký potenciál uplatnění v průmyslu. Předpokládá se, že 
pokud se objasní příčiny termostability, budeme mít v rukou návod, jak ovlivnit mesofilní 
proteiny tak, aby při zachování své funkce odolávaly extrémním teplotám. Nástrojem, jak 
takové proteiny připravit, pak budou metody genového inženýrství (např. cílená mutageneze). 
Mohly by být připraveny enzymy s posunutou rovnovážnou konstantou s rozdílnou 
specificitou vůči substrátu nebo i enzymy, které syntetizují zcela nové chemické sloučeniny 
[47]. 
Termofilní proteiny se již uplatňují v metodách molekulární biologie nebo v chemické 
syntéze. Zkoumá se jejich využití při bioremediacích životního prostředí a v biotechnologiích. 
Například při výrobě lysinu, kyseliny citronové, ethanolu nebo nových detergentů. 
Hlavní technologickou výhodou enzymatických procesů probíhajících při vysokých teplotách, 
je jejich vyšší výtěžek. Při vyšší teplotě má substrát zpravidla nižší viskozitu a jeho výchozí 
koncentrace může být vyšší [50]. 
Odolnost vůči vysokým teplotám je primárně dána v buňce přítomností nasycených 
lipidů, resp. lipidů obsahujících nasycené mastné kyseliny s dlouhými lineárními řetězci a 
zvýšeným obsahem fosfolipidů v membráně. 
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3.5.2 Vybrané metabolické dráhy termofilních bakterií 
Využívání termofilních mikroorganismů v průmyslu v posledních letech značně vzrůstá. 
Biotechnologické aplikace se zabývají mimo jiné produkcí široké škály extracelulárních 
enzymů (př. proteolytické enzymy, amylasa, α-glukosidasa, xylanasa) nebo velmi 
významným zpracováním či odbouráním odpadů a zneškodněním vedlejších produktů 
vznikajících při různých průmyslových procesech. Pro obě uvedené aplikace je důležitý 
výzkum metabolismu termofilů a případné tvorby extracelulárních produktů [44]. 
Základní metabolické rysy termofilů jsou kompletní cyklus trikarboxylových kyselin 
včetně glyoxylátového cyklu, taktéž kompletní Embden-Meyerhoffova dráha u většiny druhů 
a často modifikovaný dýchací řetězec. Podle svých fyziologických vlastností byly termofilní 
mikroorganismy rozděleny do skupin na biopolymery degradující, glykolytické, 
chemolithoautotrofní a na síran a síru redukující [44]. 
Základním katabolickým procesem v metabolismu sacharidů, bez ohledu na přítomnost 
kyslíku, je glykolýza (Obr.2), která je společná pro většinu mikroorganismů a při níž dochází 
k postupné katalyzované oxidaci sacharidů na pyruvát. Další zpracování pyruvátu se  pak liší 
u aerobního a anaerobního metabolismu a je rozdílný i pro různé mikroorganismy [44]. 
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Obr. 2 Glykolýza 
 
Nejdůležitějším aerobním katabolickým procesem je citrátový cyklus (Obr.3). Do 
tohoto cyklu vstupuje acetylkoenzym A, který vzniká dekarboxylací pyruvátu a je v něm 
postupně oxidován až na oxid uhličitý za redukce celkem čtyř molekul kofaktorů (3 NAD+ a  
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FAD). Ovšem část pyruvátu se také přeměňuje na acetát. Redukované kofaktory jsou pak 
oxidován za postupné účasti jednotlivých přenašečů vodíku a elektronů, tvořících tzv. dýchací 
řetězec. Dva vodíky redukovaných kofaktorů jsou na konci tohoto řetězce oxidovány za účasti 
vzdušného kyslíku na vodu. Při tomto dýchacím procesu vzniká velké množství energie a 
proces jejího ukládáni do makroenergetické sloučeniny (tj. adenosintrifosfátu neboli ATP) se 
nazývá oxidační fosforylace. Při aerobním oxidaci jedné molekuly NADH+H+ v dýchacím 
řetězci vznikají až tři molekuly ATP. U anaerobního metabolismu se pyruvát redukuje na 
různé fermentační produkty (např. ethanol, kyselina mléčná, acetát) za současné reoxidace 
NADH +H+ [44]. 
 
Obr. 3 Citrátový cyklus 
 
Některé bakterie tvoří extracelulární enzym lipasu, která odštěpuje mastné kyseliny 
z lipidů. Tyto mastné kyseliny jsou pak aerobním způsobem postupně oxidovány tak, že 
vzniká acetylkoenzym A a kyselina o dva uhlíky kratší, až se zoxiduje celá kyselina se sudým 
počtem uhlíků. Tento proces se nazývá β- oxidace mastných kyselin [44]. 
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Obr. 4 β - oxidace mastných kyselin 
 
Zajímavý je u termofilních mikroorganismů metabolismus a transformace organických 
kyselin [44]. Rozdíly mezi aerobním a anaerobním procesem jsou patrné z následujících 
schémat: 
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Obr. 5 Schéma transformací organických kyselin u termofilních bakterií s aerobním 
metabolismem  
 
 
Obr. 6 Schéma transformací organických kyselin u termofilních bakterií s anaerobním 
metabolismem 
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Na odbourávání pyruvátu se podílí dva odlišné typy enzymů. Jedná se 
o pyruvátdehydrogenasa multienzymový komplex a pyruvátformátlyasu při metabolismu 
fermentačním. Pyruvátformátlyasa je v přítomnosti kyslíku inaktivní. Jestliže dojde ke změně 
podmínek na anaerobní, inaktivní forma enzymu je přeměněna zpět na formu aktivní. Hlavní 
výhodou pyruvátformátlyasy oproti pyruvátdehydrogenasovému komplexu je ten, že dochází 
ke vzniku acetylkoenzymu A a není doprovázen redukcí NAD+ [44]. 
Laktát je za nepřítomnosti kyslíku odbouráván na acetát a propionát v molárním poměru 
1:2. Nejpravděpodobnější sled reakcí pro tento typ degradace je tzv. akrylátová dráha, při 
které je laktát konvertován na propionát a acetát v molárním poměru 3:2:1, s oxidem 
uhličitým a vodou jako vedlejšími produkty [44]. 
 
3.5.3 Vzájemné vztahy mikroorganismů ve směsných populacích 
Při kultivacích směsných kultur se jednotlivé populace mikroorganismů vzájemně ovlivňují, 
vznikají mezi nimi určité vztahy. Zvolíme modelový systém dvou populací [3]. 
 
Neutralismus: Žádný z populačních skupin mikroorganismů neovlivňuji jinou populaci, 
vzájemně si nijak nepřekážejí, ale ani se nepodporují. 
Amensalismus – antibiosa: Jedna z populací má přímý negativní dopad  na jinou populaci. 
Kompetice: Obě populace současně soutěží o společný substrát, který je nezbytně nutný pro 
růst obou skupin mikroorganismů. 
Komensalismus: Jedna z populací využívá určitý produkt metabolismu druhé populace, ale 
sama populaci nic nevrací. Nemusí však nutně jít pouze o produkt metabolismu, může 
se jednat např. o kyslík. 
Parazitismus: Jedná se o přímou negativní interakci, která však vyžaduje přímý buněčný 
kontakt. Populace roste na úkor energetické a nutriční rezervě populace. 
Predace: Je obdobou parazitismu, dochází však zde k úplné likvidaci populace „B“ 
Mutualismus: Jde o komplementární vztah, kdy obě populace na sebe vzájemně působí 
pozitivně. Z hlediska potřeby buněčného kontaktu lze rozlišit:                                              
a) Symbiosu, kde dochází k buněčnému kontaktu mezi populacemi        
  b) Protokooperaci, která je založena na vzájemně výhodné metabolické spolupráci [3]. 
 
3.5.4 Termofilní bakterie 
3.5.4.1 Rod Bacillus 
Vegetativní buňky rodu Bacillus jsou aerobní, peritrichní tyčinky, rovné s oblým nebo 
hranatým zakončením a poměrně velkých rozměrů: (0,5 x 1,2 µm) až (2,5 x 10 µm). Je to rod 
grampozitivní, přestože příležitostně vykazuje rekci gramnegativní nebo proměnlivou. Buňky 
se mohou vyskytovat samostatně nebo tvoří řetízky o počtu jednotek až stovek. Délka je 
závislá jak na podmínkách prostředí tak na jednotlivém kmenu. Globule rezervního 
metabolitu, kyseliny poly-β-hydroxymáselné, jsou zřetelné v cytoplazmě, zvláště obarvíme-li 
lipidy Sudanovou černí B [44]. 
Pro čeleď Bacillaceae, do níž rod Bacillus patří, je velice významným taxonomickým 
znakem tvorba jedné endospory, která se vyznačuje velkou odolností k vysokým teplotám, 
jedům, zářením a jiným nepříznivým podmínkám. Tento rys je neobyčejně spolehlivý. Ačkoli 
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lze nalézt nesporogenní mutanty, v přírodě patrně dlouho nepřežívají. Mezi charakteristické 
rysy, které odlišují členy rodu Bacillus od ostatních bakterií tvořících endospory 
(Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcinia) patří: tyčinkovitá 
struktura, schopnost sporulace v přítomnosti kyslíku, peritrichní umístění bičíků (u většiny 
druhů) a tvorba katalasy (u většiny druhů). Všechny kmeny se projevují buď aerobním nebo 
anaerobním růstem [44,45]. 
Pro tvorbu endospor u rodu Bacillus je absolutně nezbytná přítomnost kyslíku. Při 
sporulaci dochází k zintenzivnění dýchání, takže buňka během přípravné fáze sporulace 
spotřebuje více kyslíku než vegetativní buňka během nejintenzivnějšího rozmnožování. Pro 
započetí sporulace je v prostředí nezbytná přítomnost určitých kationtů a aniontů. Energii 
nutnou pro syntézu sporových struktur získává buňka oxidací výše uvedené kyseliny poly-β-
hydroxymáselné, takže zralé spory tuto rezervní látku již vůbec nemají. Spory jsou obvykle 
cylindrické, elipsoidní nebo sférické, ale je možné se u některých kmenů určitých druhů 
setkat i s tvarem ledvinovitým. Umístění spory v mateřské buňce (sporangiu) a zda mají spory 
vegetativní buňky větší šířku než vegetativní buňka (tj. zda je sporangium zduřelé) či ne je 
typické pro každý druh [44,45]. 
Druhy r. Bacillus mají v celku bohaté enzymové vybavení, takže mohou rozkládat 
nejrůznější organické sloučeniny. Většina druhů má velmi aktivní amylolytické enzymy, které 
štěpí škrob, řada druhů má pektolytické enzymy, které štěpí rostlinné pektiny, a většina druhů 
má velmi aktivní proteolytické enzymy, takže se uplatňuje při aerobním a anaerobním 
rozkladu bílkovin. Extracelulární enzymy – celulasa a xylanasa – jsou potenciálně využitelné při 
konverzi různých odpadních látek a přírodních materiálů na snáze utilizovatelné substráty [45]. 
Řada druhů produkuje antibiotika polypeptidové povahy, z nichž některá se pomocí 
těchto bakterií vyrábějí průmyslově (např. bacitracin). Uvedená antibiotika se tvoří ve stadiu 
sporulace a v přírodě zřejmě přispěla k velkému rozšíření svých producentů. Některé druhy 
tvoří současně několik polypeptidových antibiotik. Jiné druhy tvoří slizovitá pouzdra 
polysacharidové povahy (levany a dextrany), které způsobují nežádoucí nitkovitost pečiva a 
pšeničného chleba. Určité druhy slouží pro průmyslovou přípravu enzymů. Bakteriální 
amylasy získané z Bacillus subtilis se uplatňují v pivovarství a v textilním průmyslu 
proteinasy se používají především do pracích prostředků [58]. 
 
3.5.4.2 Rod Thermus 
Rozšíření rodu Thermus není tak velké jako u rodu Bacillus. V přírodě obývají biotopy jako 
jsou horká vřídla s nízkým obsahem rozpuštěných látek, ale s poměrně vysokým obsahem 
solí. Tvoří tyčinkovité gramnegativní buňky, jsou nepohyblivé nebo mají bičík a jsou 
pohyblivé a netvořící spory. Je pro ně typický heterotrofní metabolismus. Rod Thermus je 
schopen tvorby pigmentů různých barev (žlutá, oranžová, červená). Dosud nebyl objeven 
kmen zkvašující cukry. Často využívají karboxykyseliny, sacharidy, aminokyseliny, peptidy a 
proteiny. Produkují β-galaktosidasu a α- galaktosidasu [58]. 
Rod Thermus vyžaduje k růstu na jednoduchém uhlíkatém substrátu s anorganickými solemi 
doplňkové vitamíny. Je velmi citlivý na nízké i vysoké koncentrace substrátu, a proto není při 
procesu čištění vody dominantní. Díky rozličnosti prostředí, ze kterých je Thermus izolován, 
se liší i jejich nutriční požadavky. Thermus je aktivnější a termostabilnější při vyšších 
teplotách než většina ostatních mikroorganismů. Thermus má optimální teplotu růstu mezi 70 
– 75 °C, i když některé mají nižší růstovou teplotu kolem 60 °C [44]. 
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3.5.4.3 Rod Clostridium 
Buňky mají tvar pleomorfních tyčinek (rovné nebo mírně zakřivené) uspořádané do krátkých 
řetězců. Většinou mají pohyblivé peritrichální bičíky.Většina druhů je chemolitotrofní. Rod 
Clostridium se běžně vyskytuje v půdě, stokovém kalu, v mořských sedimentech, 
rozkládajícím se rostlinném materiálu, živočišných a rostlinných produktech, ve střevním 
traktu živočichů, jícnu obratlovců, u hmyzu [44]. 
Některé druhy rodu Clostridium osidlují termální prameny a vulkanické systémy. 
Z fyziologického hlediska je tato skupina rozmanitá. Teplotní pásmo růstu je v rozmezí 20 – 
60 °C, někteří zástupci patří mezi halofily (vyžadují pro růst koncentraci 5 – 15 % NaCl). 
Disponují výkonným enzymovým aparátem, který jim umožňuje realizovat katabolické 
děje i za energeticky stresových podmínek. Byly to patrně rozmanité depolymerasy a 
oxidoreduktasy, které zodpovídaly za transformace substrátů v raných fázích vývoje života. 
Snad nejdéle známá je produkce acetonu a butanolu druhem C. acetobutylicum , který je 
schopen utilizovat široké spektrum často i odpadních substrátů (škrob, syrovátka, hexosy, 
pentosy). Produkce etanolu termofily (C. thermocellum, C. thermohydrosulfuricum, 
C. thermosaccharolyticum ) je perspektivní jednak vzhledem k možnosti využít levné 
suroviny (celulosa, hemicelulosy, škrob, hexosy, pentosy), jednak z důvodů vyšších reakčních 
rychlostí pří dané teplotě [44]. 
Clostridium botulinum se vyskytuje v půdě a v mořské vodě. Vytváří nejsilnější známé 
bakteriální toxiny, botulotoxiny (smrtelná dávka činí 6.10-8 g). Podle antigenních 
charakteristik toxinů lze u produkujících kmenů rozlišit až 8 různých typů toxinů. S výjimkou 
jednoho se jedná o neurotoxiny. Čisté toxiny jsou termolabilní, jsou inaktivovány teplotou při 
80 °C po dobu 10 min. Botulotoxiny mohou být produkovány též některými kmeny 
C. butyricum a C. baratii [58]. 
 
3.5.4.4 Rod Lactobacillus 
Buňky mají tvar pravidelných tyčinek, obvykle delší, občas také kokovité, uspořádané 
v krátkých řetízcích. Jsou nesporulující, fakultativně anaerobní, občas mikroaerofilní. 
Laktobacily jsou přítomné v nejrůznějších potravinách živočišného nebo rostlinného původu 
v nápojích, kysaném zelí, silážích. Běžně osidlují gastrointesnální trakt ptáků a savců, tvoří 
část normální ústní flóry mnoha teplokrevných živočichů včetně člověka. Pouze vzácně jsou 
patogenní. [44]. 
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus společně se Streptococcus thermophilus jsou 
využívány do fermentovaných mléčných výrobků, vytváří jogurtovou kulturu, jsou součástí 
směsných jogurtových kultur a termofilních kultur při výrobě sýru švýcarského nebo 
italského typu. [44,58]. 
 
3.5.4.5 Termofilní aktinomycety 
Jako aktinomycety se označují grampozitivní aerobní bakterie tvořící dlouhá vlákna tzv. hyfy, 
která vytvářejí buď mycelium, nebo se rozpadají v tyčinkovité nebo kulovité buňky. 
K rozmnožování slouží u některých rodů spory umístěné jednotlivě, v párech nebo řetízcích 
podél hyf nebo na jejich konci. Aktinomycety jsou typické půdní bakterie. Půdě dodávají 
charakteristický plísňový pach. Řada z nich produkuje antibiotika účinná proti bakteriím, 
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houbám nebo virům. Tato antibiotická účinnost zřejmě přispěla k tomu, že aktinomycety jsou 
nejpočetněji zastoupenou skupinou mikroorganismů v půdě velmi intenzivně se účastní 
odbourávání organických sloučenin v přírodě [44]. 
Termofilní a termotolerantní  aktinomycety jsou  právě ty, které se velmi výrazně 
uplatňují při rozkladu organických sloučenin v přírodě. Jejich intenzivní činnost je spojena 
s vývinem tepla [45]. 
Po morfologické stránce je tato skupina velmi rozmanitá termofilní rod 
Thermomonospora má na konci hyf po jedné spoře, kdežto u termotolerantního rodu 
Nocardiopsis se hyfy rozpadají v různě dlouhé úseky. Termofilní rod Streptoalloteichus tvoří 
řetízky spor, ale i sporangia obsahující 1 – 4 spory. Tyto endospory nepohybují pomocí 
bičíku. 
Rod Thermomonospora rozkládá řadu organických sloučenin včetně lignocelulosového 
komplexu. Tento komplex je úplně metabolizován mikroorganismy poměrně vzácně, takže 
částečně odbouraný lignin je součástí humusu [44,45]. 
Termofilní rod Thermoactinomyces je velmi rozšířen v přírodě. Tvoří hlavní mikroflóru 
kompostů, „plesnivého“ zvlhlého sena, zvlhlého obilí a jiného rozkládajícího se organického 
materiálu. Činnost příslušníků tohoto rodu může vést až k samovznícení sena, slámy a 
podobně. Často se vyskytuje také na filtrech klimatizačního zařízení. Je silným alergenem, 
a proto vyvolává alergické reakce u hypersenzitivních jedinců, nejčastěji dýchací potíže. 
Optimální teplota růstu je 50 – 55 °C. Při této teplotě má rod Thermoactinomyces velmi 
vysokou enzymovou aktivitu, takže jeho enzymy, především lipasy, proteinasy a amylasy jsou 
technologicky významné [44,45]. 
 
3.5.5 Hypertermofilní  archaea 
Archaea dříve nazývané archaeobakterie mají mimořádné postavení mezi živými organismy. 
Jsou to vlastně zbytky nejstarších vývojových stupňů živých organismů. Představují zvláštní 
vývojovou větev, což se projevuje jejich výraznými biochemickými odchylkami od ostatních 
mikroorganismů i vyšších živých forem organismů [57]. 
Archaea patří k půdním nebo vodním mikroorganismům, vyskytují se i v trávícím traktu 
teplokrevných živočichů. Podle nároků na kyslík se jedná o přísné anaeroby (nevyužívají 
volný kyslík, jelikož mají pouze aerobní metabolismus a vzdušný kyslík na ně může působit 
inhibičně, ale také mnohdy i toxicky), fakultativní anaeroby (využívají aerobního 
metabolismu a příležitostně i anaerobního) i aeroby (mají vyvinut aerobní metabolismus a 
využívají tedy vzdušného kyslíku). Dle způsobu získávání energie je můžeme rozlišovat na 
chemolithotrofy (energii získávají oxidací anorganických sloučenin), chemoorganotrofy 
(energii získávají oxidací organických sloučenin) i mixotrofy (využívají oba způsoby zisku 
energie). Co se morfologie týče jsou archaea velmi rozmanité. Jsou to koky, tyčinky, 
spirálovité, laločnaté nebo ploché útvary, ale i mnohobuněčná vlákna a agregáty. Průměr 
jednotlivých buněk se pohybuje od 0,1 µm až 15 µm, ale i více [44]. 
Buněčná membrána archeaí je tvořena jen jednou vrstvou na rozdíl od bakterií a jiných 
organismů, kde je membrána buňky tvořena dvojvrstvou. Tato jednovrstevná membrána 
obsahuje především dlouhé a větvené lipidy jako jsou např. sulfolipidy, glykolipidy, nepolární 
izoprenoidní lipidy a někdy také fosfolipidy, které najdeme ve větší míře spíše u bakterií. 
Steroly se zde také nevyskytují. Dalším rozdílem je stavba membrány. U archaeí se vyskytuje 
místo esterické vazby (bakterie) vazba éterická (-C-O-C-). Takže u archeaí nalezneme 
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glycerol diéter či diglycerol tetraéter a u bakterií glycerol diester. Společné pro obě domény je 
vysoký obsah proteinů v membráně [57]. 
Archaea se ale také liší složením buněčné stěny, jelikož neobsahují klasický murein. 
Výjimkou je rod Thermoplasma. Grampozitivní archaea obsahují ve stěně pseudomurein, 
methanochondroitin a heteropolysacharidy. Gramnegativní druhy mají na povrchu svých 
buněk proteinovou nebo glykoproteinovou vrstvu (např.S-layer a jiné typy) [44,45]. 
Jiné je také složení ribonukleových kyselin tRNA a rRNA, některých enzymů jako např. 
DNA-depedentní-RNA-polymeráza. U některých byly zjištěny také koenzymy, jež se 
nevyskytují u jiných organismů (např. koenzym M, faktor 420 nebo faktor 430). Značná část 
genů archaeí je organizovaná v jednom geonomu podobně jako u bakterioso transkripčních 
jednotek typy operonů. Archeální replikace, transkripce a translace má řadu rysů společných 
s eukaryální replikaci a transkripcí. Vyznačuje se jak prvky bakteriální translace tak i prvky 
translace eukaryální. Při syntéze polypetidového řetězce se na archeálních ribozomech jako 
první aminokyselina zařazuje metionin podobně jako u eukaryí. Rozmnožování archeálních 
buněk je nepohlavní. Autotrofní archaea neasimilují CO2 Calvinovým cyklem [57,44]. 
Rozmezí růstu těchto archeaí  je 45 – 110 °C. Optimálního růstu dosahují v rozmezí 70 
až 105 °C. Vyskytují se v místech postvulkanického unikání sirných a vodních par a 
v mořských hydrotermálních systémech. Za anaerobních podmínek redukují elementární síru 
na H2S. Za aerobních podmínek oxidují H2S nebo síru na H2SO4. Jako donor elektronu při 
redukčních reakcích slouží H2 nebo organické sloučeniny [44]. 
Mezi termofilní archaea řadíme například tyto řády: Thermococcales, Thermoproteales, 
Sulfolobales. Thermococcales a Thermoproteales jsou přísně anaerobní. Příslušníci řádu 
Thermoproteales mohou žít také autotrofně, neboť pro redukci S v H2S mohou využívat i 
plynný vodík a CO2 jim slouží jako zdroj uhlíku. U řádu Thermococcales jsou donorem 
vodíku pro redukci síry vždy organické sloučeniny, tj. peptidy nebo sacharidy. Řád Sulfolobus 
vyžaduje silně kyselé pH (kolem 2) a jeho příslušníci jsou přísně nebo fakultativně aerobní a 
fakultativně nebo přísně chemoautotrofní [44,45]. 
Rod Thermoplasma (z řádu Thermoplasmatales) se od extrémních termofilů v mnoha 
ohledech liší a je pokládán za zástupce samostatné skupiny archaea. U rodu Thermoplasma se 
nevyskytuje buněčná stěna a jeho buňky mají na svém povrchu jen silnou trojvrstevnou 
membránu, která obsahuje čtyřicetiuhlíkaté isoprenoidně větvené diglyceroltetraethery. 
Vyžaduje pH 1 – 2 a optimální teplota růstu je 55 – 59 °C. V prostředí o pH kolem 7,0 buňky 
již lyzují [45]. 
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4  EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
 
4.1 Kultura, vzorek a příprava medií 
4.1.1 Kultura 
Ke kultivaci byla použita směsná termofilní kultura. Jedná se o kal, dodaný z čistírny 
odpadních vod Bystrice pod Hostýnem (V&K Kroměříž a. s.). Odstředěná a promytá biomasa 
byla uchovávána v mrazícím boxu (-30 °C) v plastových zkumavkách o objemu 1 ml spolu 
s glycerolem (kryoprotektivum) v poměru 1:3. Část kultury může být uchovávána 
přeočkováním na syntetické médium a kultivací na temperované třepačce. K zaočkování  
inokula byla použita kultura ze zkumavek [3]. 
 
4.1.2 Vzorek 
Vzorkem byla tekutá syrovátka získaná po výrobě sýru typu hermelín, dodaná ze společnosti 
Pribina, spol. s r. o. 
 
4.1.3 Příprava inokulačního média 
Pro oživení a pomnožení kultur se využívá syntetické médium o složení uvedeném 
v tabulce 3. Pro kultivaci ve fermentoru (popř. jiné pokusy na třepačce) lze užít jednak 
zmíněné inokulum a jednak i revitalizovanou a adaptovanou kulturu z předchozí kultivace [3]. 
 
Tabulka 3 Složení inokulačního média 
Látka Koncentrace 
Pepton z masa 8 g.l-1 
KH2PO4 – čistý 6 g.l
-1 
Laktóza 2 g.l-1 
Kvasničný extrakt 2 g.l-1 
MgSO4 . 7H2O p.a. 1 g.l
-1 
(NH4)2 SO4 p.a. 0,4 g.l
-1 
 
4.1.4 Příprava kultivačního média 
Kultivačním médiem byla syrovátka (Pribina, spol. s r. o.) po vysrážení bílkovin 0,1 mol.l-1 
H2SO4 (odstranění kaseinu) na pH 4,6 a následném povaření 20 min při 85 °C (odstranění 
α−laktoglobulinu a β−laktoglobulinu). Následovalo odstředění 10 min při 5000 ot.min-1. Po 
odstředění byla syrovátka upravena 0,1 mol.l-1 NaOH (resp. 0,1 mol.l-1 H2SO4) na pH 4,5; 
5,5; 6,5; 7,5 a 8,5. 
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4.2 Kultivace 
4.2.1 Kultivace na termostatované laboratorní třepačce v Erlenmayerových baňkách 
Kultivace v Erlenmayerových baňkách byly prováděny na třepačce spojené s inkubátorem 
(obr.7 ). Tento systém je vybaven plynulou regulací teploty a rychlostí třepání. Významným 
faktorem při tomto způsobu kultivace je limitace kyslíkem, provzdušňování kultur je omezeno 
pouze na styk hladiny média s okolním vzduchem. Tento způsob kultivace byl uplatňován při 
přípravě inokula a při testování směsné termofilní populace k biodegradaci syrovátky [3]. 
 
 
Obr. 7  Termostatovaná laboratorní třepačka Heidolph Promax 1020 spojená s inkubátorem 1000 
 
 
4.2.2 Kultivace inokulačního  média 
Pro kultivaci na třepačce bylo připraveno do 500 ml Erlenmayerovy baňky 250 ml výše 
uvedeného inokulačního média. Inokulační médium bylo zaočkováno 1 ml směsné termofilní 
kultury. Baňky byly umístěny na třepačku a byla zahájena kultivace při 60 °C a 100 ot.min-1. 
Kultivace probíhala bez vnějších zásahu 48 hod. 
 
4.2.3 Testování biodegradace syrovátky 
Pro kultivaci na třepačce bylo připraveno do 5ti 500 ml Erlenmayerových baněk 100 ml 
upravené syrovátky (kap. 4.1.4). Syrovátka po upraveném pH byla zaočkována 1 ml 
připraveného inokulačního roztoku. Baňky byly umístěny na třepačku a byla zahájena 
kultivace postupně při 45 °C, 50 °C, 55 °C, 60 °C a 65 °C. Každá kultivace (postupně při 
různé teplotě) probíhala bez vnějších zásahu 72 hod. 
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4.2.4 Kultivace ve fermentoru 
Ke kultivacím byl požíván laboratorní bioreaktor Biostat B od firmy B. Braun Biotech 
(Obr.8) s pracovním objemem 2 litry. Řídící a měřící jednotka, připojená k fermentoru, 
přenáší data do počítače prostřednictvím programu Comman. Program zaznamenává tyto 
veličiny: čas, teplotu, pH, koncentraci rozpuštěného kyslíku a přídavky kyseliny a báze, 
upravující pH. Zpracovaná data se zároveň ukládají do programu Excel. 
 
 
Obr. 8 Fermentor BIOSTAT B od firmy B.Braun Biotech 
 
Systém bioreaktoru je vybaven: 
• Termostatickým systémem pro regulaci teploty v rozmezí 8 – 65 °C 
• Regulací a měřením pH pomocí skleněné elektrody 
• Měření koncentrace rozpuštěného kyslíku pomocí kyslíkové elektrody 
• Průtokoměrem pro regulaci otáček pomocí 6ti lopatkového turbínového míchadla 
v rozmezí 50 – 1200 otáček za minutu 
Úprava pH s provádí pomocí kyseliny sírové o koncentraci 1 mol.l-1 a hydroxidu 
sodného o stejné koncentraci. Tyto látky jsou dávkovány pomocí peristaltických čerpadel 
připojených k regulační jednotce. Proti tvorbě pěny, vznikající při kultivaci termofilních 
organismů se používá odpěňovací činidlo. Průtočný chladič a termostat slouží k udržování 
konstantní teploty. 
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Bioinženýrské charakteristiky 
Měrná růstová rychlost 
Měrná růstová rychlost se stanoví v exponenciální fázi růstu buněk. Je definována: 
 
dt
dX
X
⋅=
1
µ
, 
 
kde X  je koncentrace biomasy po kultivaci; t je čas. 
Po separaci proměnných a integraci získá vztah podobu: 
 
tXX ⋅+= µ0lnln  
 
Experimentálně se proměří závislost ln X = f(t) a pomocí metody lineární regrese se 
určí měrná růstová rychlost jako směrnice přímky.  
 
4.3 Analytické metody 
4.3.1 Stanovení sušiny biomasy 
Nejpoužívanější rozhodující (arbitrážní) metoda na stanovení sušiny a vody v mnohých 
potravinářských produktech je sušení při 105 °C do konstantního úbytku hmotnosti. Využívá 
se tu proces difúze, tj. transport vody z vnitřních vrstev na povrch, kde se voda povrchová 
odpařuje. Sušení pokračuje tak dlouho, dokud v parciálních tlacích odpařované vody na 
povrchu materiálu a sušícího média je tlakový gradient. Rychlost sušení závisí na povaze 
vzorku, tvaru částic, tloušťky a množství navážky, teploty, vlhkosti, rychlosti a směru 
proudění sušícího média [60]. 
 
Postup: 
Nejdříve bylo odebráno 10 ml vzorku, který byl centrifugován 10 min při 5000 ot.min-1. 
Sediment byl po centrifugaci promyt, protřepán a opět centrifugován. Po centrifugaci byl 
veškerý roztok odlit (odpad). Sediment byl protřepán s malým množstvím vody 
a kvantitativně převeden do předem zvážené a vysušené odpařovací misky. Sediment byl 
sušen při 105 °C. Po dokonalém vysušení byla miska zvážena se vzorkem na analytických 
vahách a z rozdílu hmotnosti byla stanovena sušina [60]. 
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4.3.2 Stanovení chemické spotřeby kyslíku dichromanem draselným (CHSKCr), 
standardní metoda 
Princip: 
CHSK (chemická spotřeba kyslíku) je definována jako hmotnostní koncentrace kyslíku, která 
je ekvivalentní hmotnosti silného oxidačního činidla spotřebovaného na oxidaci 
oxidovatelných látek obsažených v 1 l vody. Hlavní skupinu těchto „oxidovatelných“ látek ve 
vodě tvoří organické látky, které voda v různé koncentraci (podle stupně znečištění) obsahuje. 
CHSK patří tedy mezi nespecifické ukazatele vody a jeho hodnota slouží k odhadu 
organického znečištění vody. Udává se obvykle v mg.l-1, u odpadních vod s velkým 
znečištěním pak v g.l-1 (rozumí se mg nebo g kyslíku odpovídajícího podle stechiometrie 
spotřeby oxidačního činidla na litr vody) [59].  
Standardní dichromanová metoda je založená na oxidaci organických látek obsažených 
ve vzorku vody dichromanem draselným v silně kyselém prostředí kyseliny sírové při 
dvouhodinovém varu (při teplotě 148 °C ± 3 °C). Oxidace organických látek je katalyzována 
ionty Ag+ a probíhá v nadbytku dichromanu [59]. Za podmínek předepsaných touto metodou 
a s použitím síranu stříbrného jako katalyzátoru se většina organických látek oxiduje na 90 až 
100 % [59]. Pro maskování chloridu, které by byly ze podmínek stanovení oxidovány na Cl2 a 
způsobovaly by tak při stanovení CHSKCr pozitivní chybu, se přidává síran rtuťnatý. Při 
oxidaci oxidovatelných látek přítomných ve vzorku se dichromanové ionty redukují na ionty 
chromité [59]: 
 
OHCrHeOCr 2
32
72 72146 +↔++
++−−  
 
Koncentrace chromitého iontu, která je úměrná obsahu organických látek ve vzorku, se 
stanoví metodou absorpční spektrofotometre při vlnové délce λ = 600 nm. Množství CHSK 
se  pak určí z kalibrace [59]. 
 
Postup: 
K 1 ml supernatantu se přidá 9 ml vody. Z tohoto naředěného vzorku se pipetuje 2,5 ml do 
uzavíratelné zkumavky. Z dávkovacích lahví se přidá 1,5 ml oxidačního roztoku (dichroman 
didraselný, síran rtuťnatý, kyselina sírová) a 3,5 ml katalyzátorového roztoku (síran stříbrný 
v koncentrované kyselině sírové). Katalyzátorový roztok je před nadávkováním třeba 
promíchat. Zkumavky se uzavrou, promíchají a zahřívají v troubě 2 hodiny při 150 °C [59]. 
Po dokonalém vychladnutí zkumavek se obsah zředí 5 ml destilované vody. Po 
promíchání se měří absorbance při 600 nm. Dále byla připravena kalibrační křivka 
z hydrogenftalátu draselného (standard), ze které se přepočtem zjistí hodnota CHSK vzorku 
v g.l-1 [59]. 
 
Kalibrace CHSKCr 
Ze standardního roztoku hydrogenftalátu draselného byly připraveny (ředěním destilovanou 
vodou) kalibrační roztoky o koncentraci 50 mg.l-1 až 800 mg.l-1 a byly zpracovány stejným 
způsobem jako vzorky. Z CHSKCr připravených kalibračních roztoku a odpovídající naměřené 
hodnoty absorbance byly pomocí lineární regrese vypočítány parametry kalibrační přímky. 
Pomocí zjištěných parametru byla vyjádřena analytická závislost CHSKCr na absorbanci. 
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4.3.3 Stanovení redukujících cukrů podle Somogyiho a Nelsona 
Jako sacharidy označujeme polyalkoholy s oxoskupinou. Je možné je dělit na monosacharidy, 
oligosacharidy a polysacharidy. Monomery jsou mezi sebou vázány glykosidickou vazbou. 
Konec polymeru, obsahující poloacetalový hydroxyl se označuje jako redukující konec, a ten 
je zodpovědný za redukční schopnosti sacharidů. 
 
Postup: 
Do zkumavek bylo napipetováno 0,5 ml Somogyiho činidla (I. + II. v poměru 4:1) a bylo 
přidáno 0,5 ml supernatantu. Zkumavka s blankem obsahovala místo kultivačního média 
0,5 ml destilované vody. Zkumavky byly 10 minut provařeny ve vodní lázni a následně 
ochlazeny na laboratorní teplotu. Poté k nim bylo přidáno 0,5 ml Nelsonova roztoku (činidlo 
III.). Nakonec bylo přidáno ke každé zkumavce 3,5 ml destilované vody. Zkumavky byly 
dobře promíchány  a byla proměřena absorbance na spektrofotometru proti blanku při 
530 nm. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 
 
Kultivace ve fermentoru probíhaly po dobu 67 hodin, vzorky byly odebírány v pravidelném 
časovém intervalu tří hodin s nucenou noční pauzou. Tato pauza ve svém výsledku může 
mírně zkreslovat časové průběhy jednotlivých bioinženýrských charakteristik. Měření 
probíhalo při pH 6,5 a teplotě syrovátkového média 60 °C. Frekvence míchání byla 150 min-1. 
Tyto kultivace jsou označeny jako Kultivace I., Kultivace II., Kultivace III. V odebraných 
vzorcích byla měřena koncentrace laktózy, biomasy a CHSK. 
Měření z hlediska dlouhodobé kultivace bylo provedeno v Erlenmayerových baňkách 
na laboratorní temperované třepačce s rychlostí třepání 100 min-1 po dobu 312 hodin při 
teplotě syrovátkového média 60 °C a pH 5,5. Tyto kultivace jsou označeny jako Kultivace A 
a Kultivace B. 
Dále bylo zjišťováno optimální pH pro další kultivace při různých teplotách. Všechny 
tyto kultivace byly provedeny v Erlenmayerových baňkách na laboratorní temperované 
třepačce s rychlostí třepání 100 min-1, po dobu 72 hodin při teplotě syrovátkového média 
60 °C, a počátečních pH 4,5; 5,5; 6,5; 7,5 a 8,5.  
Kultivace při různých teplotách byly provedeny v Erlenmayerových baňkách na 
laboratorní temperované třepačce s rychlostí třepání 100 min-1 po dobu 72 hodin, pH 5,5 a při 
teplotě syrovátkového média 40°C, 45°C, 50°C, 55°C, 60°Ca 65°C. 
Vždy byla proměřena koncentrace laktózy, biomasy a CHSK v odebraných vzorcích. 
Z průběhu těchto křivek se dá posuzovat míra biodegradability syrovátkového média. 
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5.1 Stanovení sušiny biomasy 
5.1.1 Kultivace ve fermentoru 
Fermentor - vývoj koncentrace biomasy v čase
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Graf 1  Závislost koncentrace biomasy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
 
Fermentor – vývoj průměrné koncentrace biomasy v čase
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Graf 2  Závislost průměrné koncentrace biomasy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
 
V Grafu 2 je na místo tří experimentálních průběhů kultivací ve fermentoru (I., II., III.) 
vynášena pouze jedna křivka vzniklá vždy zprůměrováním hodnot. Lze konstatovat, že došlo 
k nárůstu koncentrace biomasy o (1,1 ± 0,06) g.l-1 (rozdíl počáteční a koncové průměrné 
koncentrace byl statisticky významný na hladině stat. významnosti α = 0,05). 
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5.1.2 Kultivace v Erlenmayerově baňce na temperované třepačce 
5.1.2.1 Dlouhodobá kultivace  
Dlouhodobá kultivace - vývoj koncentrace biomasy v čase
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Graf 3 Závislost koncentrace biomasy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
 
Dlouhodobá kultivace – vývoj průměrné koncentrace biomasy v čase
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Graf 4 Závislost průměrné koncentrace biomasy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
 
Při srovnání grafů pro krátkodobou kultivaci (Graf 1, 2) a dlouhodobou kultivaci (Graf 
3, 4) je vidět v  krátkodobé kultivaci růstová fáze čase 3 – 43 hod. (měrná růstová rychlost µ = 
0,05 ± 0,01 h-1), ale i stacionární fázi v čase 40 – 52hod., která se však v dlouhodobé kultivaci 
vůbec neprojeví v důsledku měření v delších časových intervalech. Výsledný nárůst biomasy 
činil (3,3 ± 0,3) g.l-1 (rozdíl počáteční a koncové průměrné koncentrace byl statisticky 
významný na hladině stat. významnosti α = 0,05), s produktivitou. 0,01 g.l-1.h-1. 
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5.1.2.2 Kultivace při různém  počátečním pH 
Koncentrace biomasy při různém počátečním pH
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Graf 5 Závislost koncentrace biomasy na pH při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
 
Kultivace při různých teplotách 
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Graf 6 Závislost koncentrace biomasy na teplotě při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
 
Z grafu 5  lze usoudit, že největší nárůst biomasy byl zaznamenám po kultivaci 
syrovátky při pH 5,5. Naopak nejmenší nárůst při pH 4,5. Proto by nejvhodnější pH vzhledem 
k biomase bylo 4,5. Eliminace CHSK však evidentně souvisí s nárůstem biomasy, proto 
musíme volit vyšší koncentraci biomasy. Z těchto důvodů kultivace při různých teplotách 
byly dále vedeny při pH 5,5. 
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V grafu 6 vidíme, že největší nárůst biomasy byl při teplotě 45 °C. Pravděpodobně 
z důvodu, že v použité směsné termofilní kultuře se nacházejí také mezofilní bakterie. Také 
při teplotě 65 °C je zřetelný významný nárůst biomasy a to z důvodu, že teplota 65 °C je 
optimální pro růst termofilních bakterií. Nejmenší nárůst biomasy byl zaznamenám při 
teplotách 40 a 55 °C. 
 
5.2 Chemická spotřeba kyslíku 
5.2.1 Kalibrace 
Nejdříve byla ze standardních roztoku hydrogenftalátu draselného sestrojena kalibrační 
křivka. Podle rovnice získané po sestavení grafu byly vypočítány všechny hodnoty 
absorbance získané při stanovení CHSK na koncentraci  v 1 l media. 
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Graf 7 Kalibrační křivka pro stanovaní CHSK 
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5.2.2 Kultivace ve fermentoru 
Fermentor - vývoj CHSK v čase 
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Graf 8 Závislost CHSK na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
Fermentor - vývoj průměrných hodnot CHSK v čase
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Graf 9 Závislost  průměrných hodnot CHSK na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
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5.2.3 Kultivace v Erlenmayerově baňce na temperované třepačce 
5.2.3.1 Dlouhodobá kultivace  
Dlouhodobá kultivace - vývoj CHSK v čase
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Graf 10 Závislost CHSK na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
Dlouhodobá kultivace - vývoj průměrných hodnot CHSK v čase
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Graf 11 Závislost CHSK na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
 
Při srovnání grafů pro krátkodobou kultivaci (Graf 8, 9) a dlouhodobou kultivaci (Graf 
10, 11). Je vidět, že celkový pokles CHSK v  krátkodobé kultivaci je největší do 20 hod. 
a dále už se hodnota CHSK téměř nesnižuje. Při dlouhodobé kultivaci (Graf 10, 11) nastává 
pozvolný pokles CHSK do 150 hod. a dále už se skoro nemění. Pokles CHSK po dlouhodobé 
kultivaci je 62 ± 4 %. K největšímu poklesu CHSK nastává  právě v 2. exponenciální fázi 
růstu. 
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V Grafu 9 je na místo tří experimentálních průběhů kultivací ve fermentoru (I., II., III.) 
vynášena pouze jedna křivka vzniklá vždy zprůměrováním hodnot. Lze konstatovat, že došlo 
k poklesu průměrných hodnot CHSK o 15 ± 3 % (rozdíl počáteční a koncové průměrné 
koncentrace byl statisticky významný na hladině stat. významnosti α = 0,05).  
 
5.2.3.2 Kultivace při různém počátečním pH 
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Graf 12 Závislost CHSK na pH při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
 
5.2.3.3 Kultivace při různých teplotách 
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Graf 13 Závislost CHSK na teplotě při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
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Graf 12 zobrazuje, že při všech pH je pokles CHSK skoro srovnatelný a rozdíly poklesu 
jsou minimální. Z grafu 13 lze zjistit, že pokles CHSK byl největší při teplotě 65 °C, přibližně 
stejný pokles byl i při teplotách 55 °C, 60 °C. Růst biomasy je největší při teplotě 65 °C a 
jelikož eliminace CHSK souvisí s nárůstem biomasy. Lze tedy tvrdit že, při největšímu 
nárůstu biomasy dochází také k největšímu poklesu CHSK. Naopak při teplotách 40 °C, 
45 °C, 50 °C byl pokles CHSK mnohem menší z důvodu  menšího nárůstu biomasy. 
 
5.3 Stanovení redukujících cukrů 
Množství laktózy bylo určeno pomocí metody podle Somogyiho a Nelsona. Nejdříve bylo 
určeno množství laktózy v surové syrovátce po odstranění bílkovin, které by stanovení jinak 
rušily. Následně bylo určeno množství laktózy v každém odebraném vzorku. 
 
5.3.1 Kalibrace 
Podle rovnice získané po sestavení grafu byly vypočítány všechny hodnoty absorbance 
získané při stanovení redukujících cukrů na koncentraci v 1 l media. 
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Graf 14 Kalibrační křivka pro stanovaní koncentrace laktózy 
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5.3.2 Kultivace ve fermentoru 
Fermentor - vývoj koncentrace laktosy v čase
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Graf 15 Závislost koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
Fermentor - vývoj průměrné koncentrace laktosy v čase
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Graf 16 Závislost průměrné koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
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5.3.3 Kultivace v Erlenmayerově baňce na temperované třepačce 
5.3.3.1 Dlouhodobá kultivace  
Dlouhodobá kultivace - vývoj koncentrace laktosy v čase
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Graf 17 Závislost koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
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Graf 18 Závislost průměrné koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní 
aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
 
V Grafu 16 je na místo tří experimentálních průběhů kultivací ve fermentoru (I., II., III.) 
vynášena pouze jedna křivka vzniklá vždy zprůměrováním hodnot. 
Při srovnání grafů pro krátkodobou kultivaci (Graf 15, 16) a dlouhodobou kultivaci 
(Graf 17, 18). Je vidět, že se  koncentrace laktózy v  krátkodobé kultivaci ze statistického 
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hlediska nemění (rozdíl počáteční a koncové průměrné koncentrace nebyl statisticky 
významný na hladině stat. významnosti α = 0,05).  
Laktóza není primárně využívána jako růstový substrát (Graf 16) a tedy exponenciální 
fáze růstu v čase 3 – 43 hod. bude důsledkem utilizace pravděpodobně jednoduššího 
v syrovátce též obsaženého substrátu, např. laktátu nebo jiných organických kyselin. 
Při dlouhodobé kultivaci (Graf 10, 11) nastává pozvolný pokles koncentrace laktózy do 
150 hod. a dále prudký pokles do 210 hod. což souvisí s nárůstem biomasy v 2. exponenciální 
fázi a pak už se skoro nemění, pravděpodobně z důvodu limitace kyslíkem, živinami aj. 
 
5.3.3.2 Kultivace při různém počátečním pH 
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Graf 19 Závislost koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
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5.3.3.3 Kultivace při různých teplotách 
Procentuální pokles koncentrace laktosy při různé teplotě
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Graf 20 Závislost koncentrace laktózy na čase při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní 
kultury v syrovátkovém médiu 
 
Graf 19 zobrazuje, že největší pokles koncentrace laktózy byl zaznamenám po 
kultivacích v syrovátce při pH 5,5. Při tomto pH byly pak dále vedeny kultivace při různých 
teplotách. Z grafu 20 lze zjistit, že pokles koncentrace laktózy byl největší při teplotě 65 °C, 
přibližně stejný pokles byl i při teplotách 55 °C, 60 °C a to z důvodu, že vyšší teploty jsou 
optimální pro růst termofilních bakterií. Naopak při teplotách 40 °C, 45 °C, 50 °C byl pokles 
koncentrace laktózy minimální. 
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5.4 Data zpracovaná programem Comman 
Data získaná z fermentoru byla zpracována programy Comman a Excel. 
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Graf 21 Závislost koncentrace rozpuštěného kyslíku na čase při vsádkové kultivaci směsné 
termofilní aerobní kultury v syrovátkovém médiu 
 
Graf 21 zobrazuje míru aerace během kultivace. Ke snížení koncentrace kyslíku dochází 
v exponenciální fázi růst v čase 15 – 30 hod. a na konci kultivace dochází k limitaci kyslíkem. 
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Graf 22 Průměrné množství přidané zásady (1M NaOH) a kyseliny (1M H2SO4) v čase za účelem 
udržení konstantní hladiny pH  při vsádkové kultivaci směsné termofilní aerobní kultury 
v syrovátkovém médiu 
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Graf 22 vyhodnocuje přídavky kyseliny (H2SO4) a zásady (NaOH) pro udržování pH na 
konstantní hodnotě 6,5. Na začátku růstu se prudce tvoří extracelulární kyseliny (pH klesá – 
přídavky báze), tyto jsou spolu v syrovátce běžně se vyskytujícími kyselinami pravděpodobně 
utilizovaným substrátem v 1. růstové exponenciální fázi. Zhruba kolem 12 hodiny dochází 
zřejmě k rovnováze mezi tvorbou kyselin a jejich spotřebou (pH se nemění), v závěru 1. 
růstové fáze (cca. 40h) začíná pH růst (přídavek kyselin), což může mít souvislost 
s vyčerpáním primárních substrátů, tj. limitací růstu, popř. i s částečnou lyzí buněk a 
uvolňováním bazických látek do média. 
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6 ZÁVĚR 
Účelem této diplomové práce bylo sledování biodegradačních schopností směsné termofilní 
bakteriální kultury v syrovátkovém médiu. Byly provedeny celkem čtyři sady kultivací 
syrovátkového média a to následujícím způsobem: 
• Kultivace ve fermentoru 
• Dlouhodobá kultivace v Erlenmayerově baňce na temperované třepačce 
• Kultivace při různých pH v Erlenmayerově baňce na temperované třepačce 
• Kultivace při různých počátečních teplotách v Erlenmayerově baňce na 
temperované třepačce 
Bylo určeno množství laktózy pomocí metody podle Somogyiho a Nelsona. Nejdříve se 
zjistilo množství laktózy v surové syrovátce po odstranění bílkovin a pak u každého odběru. 
Na základě provedených experimentů lze vyslovit tyto závěry. 
Laktóza není primárně využívána jako růstový substrát (Graf 16) a tedy exponenciální 
fáze růstu v čase 3 – 43 hod bude důsledkem utilizace pravděpodobně jednoduššího 
v syrovátce též obsaženého substrátu, např. laktátu.  
Po vyčerpání snáze utilizovatelných substrátů dochází k metabolizaci laktózy spojené 
s další růstovou fází, cca. v čase 120 - 260 hod (měrná růstová rychlost µ = 0,010 ± 0,006 h-1)  
(Graf 18). 
K nejvýraznějšímu poklesu CHSK dochází vždy cca. v první půli každé exponenciální 
fáze růstu, tj. o 15 ± 3 % po první růstové fázi a sumárně o 62 ± 4 % po druhé růstové fázi 
(Graf 9, 11) 
Mírný nárůst CHSK v druhé půli krátkodobé kultivace lze pravděpodobně vysvětlit, 
tím, že je způsoben lyzí mikroorganismů nebo určité části směsné populace (Graf 9). 
Stanovení množství biomasy bylo provedeno standardní metodou sušení v sušárně při 
105 °C. Při srovnání grafů pro krátkodobou kultivaci (Graf 1, 2) a dlouhodobou kultivaci 
(Graf 3, 4). Je vidět v  krátkodobé kultivaci růstová a stacionární fáze, která se v dlouhodobé 
kultivaci vůbec neprojeví v důsledku měření v delších časových intervalech. 
V krátkodobých kultivacích lze rozlišit růstovou (exponenciální) fázi v čase 3 – 43 hod. 
Dále stacionární fázi v čase 40 – 52   hod.  
Nárůst biomasy je velmi pozvolný (měrná růstová rychlost µ = 0,05 ± 0,01 h-1) , je 
možné i inhibiční působení koncentrovaného substrátu zejména v první etapě kultivace (Graf 
2, 4). Celkové množství biomasy po 312 hod. kultivace činilo (3,3 ± 0,3) g.l-1 při produktivitě 
0,01 g.l-1.h-1 
K pomalému růstu mohla přispět i kyslíková limitace, k níž dochází již během první 
exponenciální růstové fáze. 
Složení syrovátky závisí na původním mléce, charakteru použitého srážení mléka, na 
stupni zahřívání při pasteraci, na případném zředění syrovátky vodou a rovněž na stupni 
fermentace laktosy. Syrovátka jako produkt při výrobě sýrů a tvarohů se tedy může lišit svým 
složením. Proto se termofilní mikroorganismy při jejím využívání mohou chovat různě podle 
jejich vlastností a schopností využívat takový substrát. 
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8 SEZNAM SYMBOLŮ 
 
Symbol/Veličina Význam Jednotka 
A absorbance  
AEROTHERM duální stabilizace kalu   
ATAD autotermní termofilní aerobní stabilizace kalu   
ATP adenosintrifosfát  
BSK Biologická spotřeba kyslíku g.l-1 
c Koncentrace g.l-1, mol.l-1 
CHSK Chemická spotřeba kyslíku g.l-1 
CHSKCr Chemická spotřeba kyslíku dichromanem draselným g.l
-1 
CHSKMn Chemická spotřeba kyslíku manganistanem draselným g.l
-1 
CoA Koenzym A  
DS způsob dvojitého zpracování kalu   
FAD flavinadenindinukleotid  
GOS galaktooligosacharidy   
HFK Hydrogenftalát draselný  
L Světelná dráha (tloušťka) měřící kyvety  
ln x Přirozený logaritmus koncentrace biomasy  
m Hmotnost kg 
NAD+ Nikotinamidadenindinukleodid  
NADH+H+ Redukovaná forma nikotinamidadenindinukleodidu  
t čas s 
T teplota °C 
TAS termofilní stabilizace kalu   
µ  Měrná růstová rychlost  
WPI Izolát syrovátkových bílkovin  
x Koncentrace biomasy g.l-1 
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9 PŘÍLOHY 
9.1 Seznam použitých chemikálií 
laktóza, kvasničný extrakt, pepton, MgSO4.7H2O, (NH4)2SO4, KH2PO4, H2SO4, NaOH, 
oxidační roztok (dichroman didraselný, H2SO4, HgSO4), katalyzátorový roztok (Ag2SO4, 
H2SO4), hydrogenftalát draselný, odpěňovací činidlo, glycerol, ethanol, destilovaná voda, 
Somogyiho činidla I + II, Nelsonův roztok (činidlo III) 
 
9.2 Seznam použitých přístrojů a zařízení 
- analytické váhy KERN EW 620 – 3NM 
- analytické váhy Sartorius handy 
- centrifuga VEB MLW ZENTRIFUGENBAU K24 
- dvojvařič Eta 3119 01 
- fermentor BIOSTAT B od firmy B.Braun Biotech 
- mrazící box Ecold HFL 230 
- pec Mora 524 
- spektrofotometr Unicam typ Helios Epsilon 
- sušička Memmert typ INB 300 
- třepačky Promax 1 020 s inkubátorem 1 000 
- pHmetr 
 
9.3 Seznam pomůcek 
byreta,kyvety, zkumavky, stojany na zkumavky, pipety 5, 15, 20 ml, mikropipety 10, 5, 1 ml, 
Erlenmayerovy baňky 300, 500 ml, odměrné baňky 10, 50, 100 ml, střička, odpařovací misky, 
kádinky 100, 250, 600, 1000, 2000 ml, baňky 100 ml, odsávací baňky 0,5 ml, uzavíratelné 
zkumavky, gumové, buničinové zátky, gumový balonek, lžička, exsikátor, kyvety (plastové) 
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